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1 Einleitung 
Uterus-Leiomyome (UL), benigne Tumoren der glatten Muskulatur der Gebärmutter, sind 
mit einer Prävalenz von bis zu 77 % die häufigsten gynäkologischen Tumoren bei Frauen 
im reproduktiven Alter (Cramer und Patel, 1990). Das kumulierte Erkrankungsrisiko bei 
einem Alter von 50 Jahren liegt bei 70 – 80 % (Baird et al., 2003). Bei etwa einem Drittel 
der betroffenen Frauen kommt es zum Auftreten klinischer Symptome (Buttram und 
Reiter, 1981; Flake et al., 2003) wie abdominellen Schmerzen, Unfruchtbarkeit, 
Schwangerschaftskomplikationen und starken Gebärmutterblutungen bis hin zur Anämie 
(Carlson et al., 1994; Kjerulff et al., 1996; Coronado et al., 2000; Stewart, 2001). Obwohl 
eine maligne Transformation bei weniger als 0,1 % der Fälle beobachtet wird (Gross und 
Morton, 2001), stellen Uterus-Leiomyome die häufigste Indikation für Hysterektomien 
bei prämenopausalen Frauen dar (Wilcox et al., 1994; Farquhar und Steiner, 2002) und 
sind für ungefähr ein Drittel aller Hysterektomien in den USA verantwortlich (Wilcox et 
al., 1994).  
Trotz ihrer großen Häufigkeit ist bisher noch sehr wenig über die Ätiologie und 
Pathogenese von Uterus-Leiomyomen bekannt. Zwar wurden in zahlreichen Studien z.B. 
der Einfluss der hormonellen Umgebung (Rein et al., 1995; Romagnolo et al., 1996; Rein, 
2000), Gen-Polymorphismen (Hodge et al., 2009), Epigenetik (Asada et al., 2008; 
Yamagata et al., 2009), familiäre Dispositionen (Vikhlyaeva et al., 1995), onkogene Viren 
(Bullerdiek, 1999) und auch die Deregulation von mikro-RNA Genen (Luo und Chegini, 
2008; Marsh et al., 2008; Wei und Soteropoulos, 2008) als Auslöser für die 
Myomentstehung diskutiert, doch sind die wirklichen Ursachen bis heute ungeklärt. 
Je nach Lage unterscheidet man zwischen submukösen, intramuralen und subserösen 
Myomen. Sie können einzeln vorkommen, oft findet man aber mehrere Myome im selben 
Uterus. Analysen dieser multiplen Myome konnten zeigen, dass die verschiedenen 
Tumoren aus einem Uterus unterschiedliche zytogenetische Veränderungen aufweisen 
können, was auf eine unabhängige Entstehung der einzelnen Myome hindeutet (Ligon und 
Morton, 2000). Ungefähr 25 – 40 % der Myome zeigen bestimmte, bei diesen Tumoren 
regelmäßig vorkommende chromosomale Aberrationen (Sandberg und Bridge, 1994; 
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Hodge et al., 2003), anhand derer man die Myome in verschiedene Subgruppen 
unterteilen kann (Rein et al., 1991). Zu den häufigsten gehören die Deletion 7q und 
Rearrangierungen der Chromosomenregion 12q14~15 (Sandberg, 2005; Flake et al., 
2003). In der Region 12q14~15 ist das HMGA2 Gen lokalisiert (Schoenmakers et al., 
1995); entsprechend weisen Tumoren dieser Gruppe eine erhöhte HMGA2 Expression auf 
(Gattas et al., 1999; Gross et al., 2003; Klemke et al., 2009). Unterschiedliche Karyotypen 
in multiplen Myomen einer Patientin könnte allerdings auch ein sekundäres Ereignis 
widerspiegeln und somit keinen Beweis für einen unabhängigen Ursprung der einzelnen 
Myome darstellen. Allerdings wird die Annahme der unabhängigen Entstehung multipler 
Myome durch diverse X-Inaktivierungsstudien bestätigt, die nachweisen konnten, dass die 
verschiedenen Myome eines Uterus jeweils monoklonal und unabhängig voneinander 
entstehen (Linder und Gartler, 1965; Townsend et al., 1970; Mashal et al., 1994; 
Hashimoto et al., 1995). Der monoklonale Ursprung von Myomen deutet auf Mutationen 
als Ursache einer abnormalen monoklonalen Proliferation von Stamm- oder 
Vorläuferzellen des Myometriums hin.  
Die Größe von Myomen kann stark variieren. Auch die einzelnen Myome desselben 
Uterus können Größenvariationen von wenigen Millimetern bis zu mehr als 30 
Zentimetern aufweisen (Dixon et al., 2002). Die Größenunterschiede könnten ein 
unterschiedliches „Tumoralter“ reflektieren, die einzelnen Tumoren aber grundsätzlich 
das gleiche Wachstumspotential besitzen. Ultraschall-Untersuchungen zeigten jedoch, 
dass auch kleinere Myome oft einen spontanen Wachstumsstopp zeigen (De Waay et al., 
2002). Da Myome hormonabhängig sind, d.h. auf Östrogen und Progesteron reagieren 
(Rein et al., 1995), nicht vor Eintritt der ersten Regelblutung (Menarche) entstehen (Fields 
und Nienstein, 1996) und es nach der Menopause nicht mehr zu Neubildungen, sondern 
häufig zum Wachstumsstopp und zum Schrumpfen oder Verkalken bereits vorhandener 
Myome kommt (Ross et al., 1986; Cramer und Patel, 1990), könnte man vermuten, dass 
die jeweilig individuelle Hormonstimulation die Ursache für die auffallenden 
Größenunterschiede bei Myomen ist. Aber auch diese Vermutung kann als Erklärung 
ausgeschlossen werden, da Ultraschall-Untersuchungen nachweisen konnten, dass bei 
einzelnen Patientinnen mit multiplen Myomen einige Tumoren wachsen, andere aber 
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nicht (Pedadda et al., 2008). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen 
Tumoren mit unterschiedlichen Wachstumsraten wachsen (Pedadda et al., 2008) und dass 
größere Myome die Tendenz haben schneller zu wachsen als kleinere (De Waay et al., 
2002).  
Wahrscheinlich ist daher, dass die Myomgröße auch durch tumorindividuelle Faktoren 
limitiert wird. Diese endogene Wachstumskontrolle unterscheidet Myome von malignen 
Neoplasien, die eine solche Wachstumskontrolle nicht besitzen oder Wege gefunden 
haben sie zu umgehen. Ein Grund für den bei benignen und prämalignen Tumoren häufig 
beobachteten Wachstumsstopp ist die sogenannte Onkogen-induzierte Seneszenz (OIS) 
(Michaloglou et al., 2005; Collado et al., 2005, Chen et al., 2005; Braig et al., 2005; Mooi 
und Peeper, 2006). Als zelluläre Seneszenz bezeichnet man einen irreversiblen 
Zellzyklusarrest in der G1-Phase, bei dem die Zellen metabolisch aktiv bleiben, aber nicht 
mehr zur DNA-Replikation in der Lage sind (Matsumura et al., 1979). Unter anderem 
können die Verkürzung der Telomeren durch wiederholte Zellteilung (replikative 
Seneszenz), DNA-Schäden, starke mitogene Signale und beschädigtes Chromatin 
Auslöser für die zelluläre Seneszenz sein (Campisi, 2005). Unter OIS versteht man eine 
Art der zellulären Seneszenz, ausgelöst durch aktivierte Onkogene oder onkogene Viren, 
die bei benignen und prämalignen Tumoren über die Aktivierung des CDKN2A-Lokus, 
der für die Proteine p16Ink4a und p14Arf (auch bekannt als p19Arf) kodiert, zum 
Wachstumsarrest führt. p14Arf und p16Ink4a sind Zellzyklusinhibitoren. Während p14Arf
über seine Interaktion mit MDM2 die Ubiquitilierung und Degradierung von p53 
verhindert, blockiert p16Ink4a die Phosphorylierung und Inaktivierung des pRb-Proteins 
(Zhang et al., 1998; Meek, 2009). Ihre Expression bewirkt somit letztendlich einen 
Zellzyklusarrest, welcher schließlich zur zellulären Seneszenz führt oder Apoptose auslöst 
(Lowe und Sherr, 2003). Die OIS wird also begleitet von der Aktivierung eines 
Tumor-Suppressor-Netzwerkes, vermittelt durch Tumor-Suppressor-Gene (u.a. p16Ink4a, 
p14Arf, TP53 und RB), die bei humanen malignen Tumoren häufig inaktiviert sind. 
Ein Beispiel für die bedeutende Rolle der OIS bei benignen Tumoren sind Pigmentnävi 
der Haut, die beim Menschen außerordentlich häufig sind. Pigmentnävi sind kleine 
benigne Neoplasien von kutanen Melanozyten (Mooi und Peeper, 2006), welche eine 
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onkogene Mutation aufweisen. In der Regel handelt es sich hierbei um eine aktivierende 
BRAFE600 Mutation oder etwas seltener um NRAS oder HRAS Mutationen (Bastian et al., 
2000; Pollock et al., 2003; Saldanha et al., 2004). BRAF ist ein Molekül, das zum MAP-
Kinase Signaltransduktionsweg (RAS-RAF-MEK-ERK) gehört und bei etwa 44 % der 
malignen Melanome mutiert ist. Der MAP-Kinase Signalweg reguliert das Zellwachstum 
und -überleben und wird für die Entstehung maligner Melanome mitverantwortlich 
gemacht (Dhomen und Marais, 2009). Obwohl die Aktivierung des MAP-Kinase 
Signalwegs ein wirksames Proliferationssignal auslöst, verlieren benigne Nävi nach einer 
initialen Phase der Proliferation, die zur Entstehung des Nävus führt, anders als maligne 
Melanome, letztendlich ihre proliferative Aktivität und ihr Wachstum bleibt für 
Jahrzehnte gehemmt, bis sie sogar allmählich verschwinden (Kuwata et al., 1993; 
Maldonado et al., 2004). Michaloglou et al. (2005) konnten zeigen, dass eine BRAFE600
Überexpression in kultivierten humanen Melanozyten zelluläre Seneszenz auslösen kann 
(Michaloglou et al., 2005). Humane Nävi, die das Ende ihrer Wachstumsphase erreicht 
haben, zeigen die vier gängigen Kennzeichen von  zellulärer Seneszenz, d.h. die 
Expression eines aktivierten Onkogens (BRAFE600), einen stabilen und vollständigen oder 
nahezu vollständigen proliferativen Arrest, erhöhte Level eines Tumorsuppressor-Proteins 
(p16Ink4a) und die Expression von Seneszenz-assoziierter β-Galaktosidase (Mooi und 
Peeper, 2006).  
Diese Erkenntnisse zeigen, dass die OIS eine kritische Barriere zur Entstehung maligner 
Tumoren darstellt. Wenn sich eine onkogene Mutation ereignet, kann eine Zelle auf drei 
verschiedene Arten darauf reagieren (Abb. 1). Die erste Möglichkeit ist eine unmittelbare 
antiproliferative Antwort, die entweder zur Apoptose oder zur zellulären Seneszenz führt. 
Wenn keine unmittelbare Reaktion auf die Mutation erfolgt, wird eine Läsion verursacht. 
Anschließend könnten als zweite Möglichkeit, etwas verzögert, Apoptose- oder 
Seneszenz-Programme aktiviert werden und wiederum zum Zelltod oder Wachstumsarrest 
führen. Die dritte Variante besteht darin, dass bei Abwesenheit entsprechender 
Abwehrmechanismen anhaltendes Wachstum verbunden mit zusätzlichen Mutationen zu 
einer malignen Läsion führt. Die zelluläre Seneszenz ist ein stabiler Zustand. Seneszente 
Zellen verweilen in der Regel für Jahrzehnte in diesem Stadium. Dennoch können in 
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Tumoren mehr als 50 % β-Galaktosidase-positive Zellen aufwiesen. Allerdings konnte 
kein Zusammenhang zwischen der p16Ink4a Expression und dem Seneszenz-Level 
festgestellt werden (Laser et al., 2010), so dass eine Beteiligung des 
wachstumsinhibierenden p16Ink4a-Rb-Seneszenz-Signalwegs ausgeschlossen wurde. 
Die Entschlüsselung der Mechanismen, die für den Wachstumsstopp von Myomen 
verantwortlich sind, und die Identifizierung der beteiligten (molekularen) Faktoren 
können dazu beitragen die Entstehung von Myomen zu verstehen und helfen, neue 
geeignete Therapieansätze für diese häufige Erkrankung zu finden, denn trotz der hohen 
Prävalenz von Myomen, existieren gegenwärtig, abgesehen von chirurgischer Entfernung 
durch Hysterektomie oder Myomektomie (Tumorenukleation), nur wenige 
Behandlungsoptionen. Eine Behandlung mit GnRH-Agonisten sowie Antagonisten kann 
ein Schrumpfen der Tumoren verursachen, allerdings wird nach Absetzen der Therapie in 
der Regel ein erneutes Wachstum der Tumoren beobachtet (Chia et al., 2006; Matta et al., 
1989). Aus diesem Grund ist eine Intervention auf dem hormonellen Level nur zur 
präoperativen Reduktion der Tumorgröße üblich (Lethaby et al., 2001). Eine weitere 
Alternative ist die Uterusarterienembolisation, jedoch kommt es häufig zur Rückkehr der 
Myom-bedingten Symptome (Sharp, 2006; Miller, 2009). Die Entwicklung von 
Therapien, die ein permanentes Schrumpfen der Myome zum Ziel haben, stellt daher eine 
wichtige Herausforderung dar. Aus diesen Überlegungen ergab sich für die vorliegende 
Arbeit die Fragestellung, ob die Onkogen-induzierte Seneszenz auch bei Myomen einen 
wichtigen wachstumslimitierenden Faktor darstellt und ob das zweite vom CDKN2A-
Lokus kodierte Gen (p14Arf) und somit die p53-abhängige Seneszenz eine Rolle bei der 
Wachstumskontrolle von Myomen spielt.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Gewebeproben 
Die Gewebeproben der verwendeten Uterus-Leiomyome (UL) und des 
korrespondierenden Myometriums wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Burkhard Helmke 
vom Institut für Pathologie des Elbeklinikums Stade, sowie von der Frauenklinik des 
Krankenhaus Cuxhaven in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Deichert zur Verfügung gestellt. 
Für die RNA-Isolierung und anschließende qRT-PCR-Analysen (Publikationen I, II, III 
und V) wurden die Gewebeproben während oder direkt nach der Operation in flüssigem 
Stickstoff tiefgefroren. Für die Zellkulturen (Publikation II und III) sowie für die 
Explantatkulturen (Publikation V) wurden die Gewebeproben während der Operation in 
Hanks-Lösung überführt. Das in Publikation IV verwendete humane subkutane 
Fettgewebe eines anonymisierten Spenders wurde vom Klinikum Bremen Nord in 
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Wenk, das canine Fettgewebe von der Kleintierklinik der 
Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover - Klinik für Kleintiere in Zusammenarbeit 
mit Prof. Dr. Nolte zur Verfügung gestellt und während der Operation in Hanks-Lösung 
überführt. Die Chorionzotten-Zellen (Publikation IV) stammen aus einer Langzeitkultur 
nach diagnostischer Chorionzottenbiopsie und wurden nach Abschluss der Diagnostik 
nicht mehr benötigt. Für alle humanen Gewebe wurden die Grundlagen der Deklaration 
von Helsinki eingehalten. Die Verwendung der Gewebeproben erfolgte nach schriftlicher 
Einverständniserklärung der Patienten. 
2.2 Anlegen und Kultivierung von Primärkulturen  
Zum Anlegen der Primärkulturen wurden die in Hanks-Lösung gelagerten Gewebeproben 
unter sterilen Bedingungen zunächst mechanisch zerkleinert und anschließend mit 0,26 % 
(200 U/ml) Collagenase behandelt. Nach ein bis zwei Stunden bei 37 °C wurde die 
Zellsuspension für 10 min bei 1.000 x g zentrifugiert, das Zellpellet in entsprechendem 
Wachstumsmedium resuspendiert und in sterile mit 5 ml Medium befüllte 25 cm2
Zellkulturflaschen überführt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % 
MATERIAL UND METHODEN
8 
CO2-Gehalt im Brutschrank. Ein Mediumwechsel wurde alle drei Tage durchgeführt und 
bei Ausbildung eines konfluenten Monolayers wurden die Zellen unter Verwendung von 
TrypLE bzw. Trypsin abgelöst und subkultiviert. 
2.3 Zytogenetik und molekulare Zytogenetik 
Zytogenetische und molekularzytogenetische Analysen wurden nach Standardmethoden 
durchgeführt. 
2.4 Zelllinien 
Bei den in Publikation IV verwendeten Zelllinien LM 168 und LM 220 handelt es sich um 
Uterus-Leiomyom-Zelllinien, die durch Transfektion mit einem subgenomischen 
Fragment des SV40-Virus immortalisiert wurden (Stern et al., 1991). 
2.5 MDM2 Inhibition mit Nutlin-3 
Für die MDM2-Inhibition wurden die Zellen in mit 2 ml Medium 199 + 20 % FKS 
befüllten Leighton-Tubes mit einer Dichte von 200.000 auf 10 mm x 50 mm 
Deckgläschen ausgesät (Publikationen III und IV). Nach 24 h wurde Nutlin-3 in den 
jeweiligen Konzentrationen hinzugegeben. Die Nutlin-3-Behandlung der 
Gewebe-Explantate (Publikation V) wurde in 6-Well-Platten in 5 ml Medium 199 + 20 % 
FKS und der entsprechenden Nutlin-3 Konzentration durchgeführt.   
2.6 Stimulation mit FGF1  
Für die Stimulation mit FGF1 (Publikation IV) wurden humane ADSCs in 6-Well-Platten 
in 2,5 ml Medium 199 + 10 % FKS mit einer Dichte von 300.000 Zellen pro 9,6 cm 
Schale ausgesät. Nach 24 h wurde die Serumkonzentration auf 1 % reduziert und nach 
weiteren 24 h wurde das Medium durch serumfreies Medium mit 25 ng/ml FGF1 ersetzt. 
2.7 Stimulation mit FKS bei gleichzeitiger MDM2 Inhibition 
Für die Stimulation mit FKS bei gleichzeitiger MDM2 Inhibition (Publikation IV) wurden 
canine ADSCs in 6-Well-Platten in 2,5 ml Medium 199 + 10 % FKS mit einer Dichte von 
300.000 Zellen pro 9,6 cm Schale ausgesät. Nach 24 h wurde die Serumkonzentration auf 
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1 % reduziert und nach weiteren 24 h erfolgte die Stimulation mit 20 % FKS für 6 h bei 
gleichzeitiger Nutlin-3-Behandlung (30 µM und 50 µM). Als Kontrolle wurde ein 
Stimulations-Ansatz ohne Nutlin-3-Behandlung durchgeführt. 
2.8 RNA-Interferenz mittels siRNAs 
Zur Inhibition der MDM2-mRNA in Myomzellen (Publikation III) bzw. der 
p14Arf-mRNA in humanen ADSCs (Publikation IV) wurden reverse Transfektionen mit 
jeweils vier genspezifischen siRNAs durchgeführt. 6 µl des Transfektionsreagenz wurden 
mit 158 µl Medium 199 ohne FKS und 36 µl der entsprechenden siRNAs gemischt und 
bei RT für 20 min inkubiert. Anschließend wurde die Lösung zusammen mit 200.000 
Zellen in 2.200 µl Medium 199 + 20 % FKS in 6-Well-Platten gegeben und für 48 h und 
für 72 h im Brutschrank inkubiert. Zusätzlich wurde eine Negativ-Kontrolle mit siRNAs 
ohne Homologien zu humanen Genen durchgeführt. Als Positiv-Kontrolle (Publikation 
IV) wurden siRNAs gegen GAPDH verwendet.  
2.9 RNA-Isolierung 
Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen 
RNA-Isolierungs-Kits nach Herstellerangaben durchgeführt. 
2.10 cDNA-Synthese 
Die reverse Transkription von 250 ng RNA wurde mit Hilfe von 200 U M-MLV 
Reverser-Transkriptase durchgeführt. Nach einer initialen Denaturierung der RNA mit 
150 ng/µl Random Hexameren und dNTPs (100 mM) bei 65 °C für 5 min wurde die RNA 
für mindestens 1 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe des Enzyms erfolgte das Annealing 
der Random Hexamere für 10 min bei 25 °C. Die reverse Transkription wurde 
anschließend für 50 min bei 37 °C durchgeführt, gefolgt von der Inaktivierung des 
Enzyms für 15 min bei 70 °C. 
2.11 Quantitative Real-Time PCR 
Die relative Quantifizierung der mRNA-Level wurde mittels Real-Time PCR Analysen 
unter Verwendung des Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR Systems durchgeführt. 
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Als endogene Kontrolle bei humanen Proben wurde das HPRT-Gen (Hypoxanthin 
Phosphoribosyl-Transferase) (Specht et al., 2001), sowie bei caninen Proben (Publikation 
IV) das GusB-Gen (Glucoronidase Beta) (Forward Primer: 5’- TGG TGC TGA GGA 
TTG GCA-3’, reverse Primer: 5’- CTG CCA CAT GGA CCC CAT TC-3’, Sonde: 
5’-6-FAM-CGC CCA CTA CTA TGC CAT CGT GTG T-TAMRA-3’) verwendet. Zur 
Detektierung des caninen HMGA2 (Publikation IV) wurden die Primer 5’-AGT CCC 
TCC AAA GCA GCT CAA AAG-3’ (Forward) und 5’- GCC ATT TCC TAG GTC TGC 
CTC-3’(Reverse) sowie die Sonde 5’-6-FAM- GAA GCC ACT GGA GAA AAA CGG 
CCA-TAMRA-3’ eingesetzt. Für die Quantifizierung der mRNA-Level aller weiteren 
Gene wurden kommerziell erhältliche Genexpressions-Assays verwendet. Alle 
Messungen wurden als Triplikate durchgeführt. 
Die Quantifizierung erfolgte in 96-Well Platten, unter Verwendung der synthetisierten 
cDNA, dem genspezifischen Assay, bzw. den spezifischen Primern und der 
entsprechenden Sonde, sowie einem Universal-PCR-Mastermix. Nach Verschluss der 
Platte mit einer optischen Folie und Zentrifugation für 60 sek bei 1.000 x g und 20 °C 
wurde die PCR-Reaktion unter folgenden Bedingungen durchgeführt: Nach einer 
Inkubation für 2 min bei 50 °C zur Aktivierung der Uracil-N-Glykosylase und 
anschließender Denaturierung des Templates bei gleichzeitiger Deaktivierung der 
Uracil-N-Glykosylase bei 95 °C für 10 min, erfolgte die Amplifikation in 50 Zyklen mit 
einem Denaturierungsschritt für jeweils 15 sek bei 95 °C und einem darauf folgenden 
kombinierten Annealing-/Elongationsschritt für jeweils 60 sek bei 60 °C. Die 
anschließende Auswertung der Daten erfolgte gemäß der komparativen CT-Methode 
(ΔΔCT-Methode) wie von Livak und Schmittgen (2001) beschrieben. 
2.12 Western Blot 
Die Proteinextraktion für die Western Blot Analysen (Publikationen IV und V) erfolgte 
mittels RIPA-Puffer. Die Konzentrationen der isolierten Proteine wurden mit Hilfe eines 
BCA-Protein-Assays bestimmt. Eine definierte Menge an Protein wurde anschließend in 
einem SDS-Polyakrylamid-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran 
transferiert. Nach anschließender Inkubation mit den jeweiligen primären Antikörpern 
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wurden entsprechende alkalische Phosphatase-konjugierte sekundäre Antikörper 
hinzugegeben. Die Banden wurden schließlich durch Inkubation mit NBT/BCIP 
(Nitroblautetrazoliumchlorid/ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat) visualisiert.  
2.13 β-Galaktosidase-Färbung 
Die β-Galaktosidase-Färbung der Zellen (Publikationen III und IV) wurde mittels eines 
kommerziell erhältlichen Färbekits nach Herstellerangaben durchgeführt. Nach Inkubation 
mit der Färbelösung bei 37 °C für 24 h, wurden die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen 
und unter dem Mikroskop ausgewertet. 
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3 Ergebnisse 
In einer Studie von Nishino et al. (2008) wurde an neuronalen Stammzellen der Maus ein 
Zusammenhang zwischen der HMGA2 Expression und der Expression der Gene des 
CDKN2A-Lokus nachgewiesen. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, dass 
HMGA2 über die Repression der vom CDKN2A-Lokus kodierten Gene (p16Ink4a und 
p14Arf) die Seneszenz unterdrückt. Ohne dass die zugrunde liegenden Mechanismen 
bekannt sind, gingen die Autoren von einer indirekten Repression des CDKN2A-Lokus 
über eine HMGA2-vermittelte Inhibierung von JunB, einem Aktivator des 
CDKN2A-Lokus, aus (Nishino et al., 2008). In der Arbeit von Nishino et al. (2008) wurde 
weiterhin vermutet, dass diese Inhibierung den Effekt von HMGA2 bei der Genese 
benigner Tumoren erklären könnte. 
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst an nativem Myomgewebe ein 
Zusammenhang zwischen der HMGA2-Expression und der Expression der Gene des 
CDKN2A-Lokus überprüft, um die Mechanismen, die beim Wachstum von Myomen eine 
Rolle spielen besser zu verstehen und zu überprüfen, ob die onkogen-induzierte Seneszenz 
(OIS) beim Wachstusarrest dieser Tumoren von Bedeutung ist bzw. ob eine 
HMGA2-Überexpression dem Wachstumsarrest entgegenwirken kann.  
3.1 Publikation I: HMGA2 and the p19Arf-TP53-CDKN1A Axis: A 
Delicate Balance in the Growth of Uterine Leiomyomas (Markowski 
et al., 2010a): 
Wenn HMGA2 in der Lage ist, über Repression der Seneszenz-assoziierten Gene des 
CDKN2A-Lokus die Seneszenz zu unterdrücken, könnte dies eine Erklärung dafür sein, 
dass Myome mit HMGA2-Rearrangierungen größer werden als Myome ohne diese 
Aberration (Rein et al., 1998; Hennig et al., 1999). Um zu überprüfen, ob die erhöhte 
HMGA2 Expression in den Myomen dieser Gruppe mit einer verringerten Seneszenz 
verbunden ist, wurde, neben acht Myometrium-Gewebeproben, eine Serie von UL mit 
12q14~15 Rearrangierungen (n = 20) und mit anderen Karyotypen (n = 16) hinsichtlich 
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ihrer HMGA2 Expressionen, sowie den Expressionen der Seneszenz-assoziierten Gene 
p16Ink4a, p14Arf und CDKN1A untersucht.  
Die Myome zeigten eine signifikant (p < 0,01) höhere p14Arf Expression als die 
Myometrium-Proben (n = 8), während p16Ink4a in keiner der untersuchten Proben 
detektierbar war. Erstaunlicherweise zeigten die HMGA2 rearrangierten Myome eine 
signifikant (p < 0,05) höhere p14Arf Expression als die Myome mit normalem Karyotyp 
und auch die CDKN1A-Expression war in diesen Myomen signifikant (p < 0,05) höher. 
Zudem waren die Expressionen von p14Arf und CDKN1A positiv korreliert (p < 0,001) und 
auch zwischen den jeweiligen Expressionen von HMGA2, p14Arf sowie CDKN1A und der 
Größe der Myome waren positive Korrelationen vorhanden.  
Da bekannt ist, dass ein positiver Feedback-Loop zwischen p53 und MDM2 existiert 
(Zhang et al., 1998; Meek, 2009), und p14Arf über die Repression von MDM2 erhöhte p53 
Level bedingt, wurde als nächstes überprüft, ob eine erhöhte p14Arf Expression mit einer 
gesteigerten MDM2 Expression einhergeht. Auch hier konnte eine positive Korrelation 
(p < 0,001) zwischen den Expressionen der beiden Gene festgestellt werden, wobei die 
Myome der 12q14~15 Gruppe eine signifikant (p < 0,05) höhere MDM2 Expression 
aufwiesen als Myome mit normalem Karyotyp.  
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I 
HMGA2 and the p19Arf-TP53-CDKN1A Axis: a Delicate 
Balance in the growth of Uterine Leiomyomas 
Dominique Nadine Markowski, Inga von Ahsen, Maliheh Hashemi Nezhad, 
Werner Wosniok, Burkhard M. Helmke, Jörn Bullerdiek
(Genes Chromosomes Cancer. 49:661-668) 
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3.2  Publikation II: Cell culture and senescence in uterine fibroids 
(Markowski et al., 2010b): 
Bis heute existiert noch kein geeignetes in vivo Modell-System für Myome, weshalb man 
darauf angewiesen ist, auf in vitro Systeme zurückzugreifen. Allerdings ist die 
Übertragbarkeit und Vergleichbarkeit zwischen in vitro Systemen und der Situation in 
vivo teilweise problematisch. Neben diversen Unterschieden, wie etwa dem Verlust von 
Hormonrezeptoren der Myomzellen und Myometriumzellen in vitro (Severino et al., 
1996; Zaitseva et al., 2006), ist es zum Beispiel unklar, warum Zellen von Myomen in 
vitro ein unerwartet niedrigeres Wachstumspotential zeigen als Myometriumzellen 
(Carney et al., 2002; Loy et al., 2005; Chang et al., 2010), während Myome in vivo, 
verglichen mit Myometrium, eine deutlich höhere proliferative Aktivität zeigen (Dixon et 
al., 2002). 
Die Feststellung, dass Myome in vivo eine signifikant höhere Expression des 
Seneszenz-assoziierten p14Arf-Gens aufweisen als Myometrium (Publikation I), lässt 
vermuten, dass diese erhöhte p14Arf Expression für das niedrige ex vivo
Wachstumspotential der Myome mitverantwortlich ist.
Zusätzlich würde man hinsichtlich der in vivo nachgewiesenen starken Unterschiede in 
der HMGA2-Expression (Gross et al., 2003; Klemke et al., 2009; Markowski et al., 2010a) 
zwischen Myomen verschiedener genetischer Subgruppen ein deutlich unterschiedliches 
in vitro Wachstumsverhalten der Primärkulturen der verschiedenen Myom-Gruppen 
erwarten. So müssten Myome mit hohem HMGA2 Level eine höhere Passagenzahl 
erreichen, da die hohen HMGA2 Level die Seneszenz zumindest verzögern würden 
(Nishino et al., 2008). Ein solcher Unterschied wurde bisher aber noch nicht beschrieben.  
Um deshalb die Bedeutung von HMGA2 und p14Arf auf das Wachstumsverhalten der 
Myome auch im in vitro System zu untersuchen, sollten die Expressionen dieser beiden 
Gene zwischen der in vivo Situation und dem in vitro System verglichen werden. Dazu 
wurden HMGA2- sowie p14Arf-Expression in einer Serie von UL (n = 16) sowohl im 
nativen Tumorgewebe, als auch nach in vitro Kultivierung gemessen. Dabei wurde 
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zwischen UL mit hohem HMGA2 mRNA-Level, d.h. mit 12q14~15 Rearrangierungen 
(n = 11) und UL mit niedrigem HMGA2 mRNA-Level, also mit normalem Karyotyp 
(n = 5) differenziert.  
Der Vergleich der HMGA2 mRNA-Level zwischen nativem Tumorgewebe und den 
korrespondierenden Zellkulturen ergab, dass alle Myome mit einem hohen in vivo
HMGA2 Expressionslevel in Kultur eine drastische Reduktion ihres HMGA2-Levels 
zeigten, während bei nativem Gewebe mit niedrigen HMGA2-Leveln in vitro ein leichter 
Anstieg der Expression nachgewiesen wurden. Dabei war die Stärke der 
HMGA2-Überexpression im nativen Gewebe positiv mit dem Grad des Absinkens der 
Expression in Kultur korreliert, so dass beide Gruppen von Myomen 
(12q14~15-rearrangiert und normaler Karyotyp) in vitro ähnliche HMGA2
Expressionsniveaus zeigten. Weiterhin zeigten fast alle untersuchten Myome in Kultur 
einen Anstieg des p14Arf-Levels. 
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Cell culture and senescence in uterine fibroids 
Dominique Nadine Markowski, Sabine Bartnitzke, Gazanfer Belge, Norbert 
Drieschner, Burkhard M. Helmke, Jörn Bullerdiek 
(Cancer Genet Cytogenet. 202:53-57) 
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3.3 Publikation III: HMGA2 and p14Arf: Major Roles in Cellular 
Senescence of Fibroids and Therapeutic Implications (Markowski et 
al., 2011a): 
Da neuronale Stammzellen in vivo ein Absinken der HMGA2 Expression mit dem 
Spender-Alter zeigen (Nishino et al., 2008), haben wir vermutet, dass auch die in vitro
Seneszenz von Myomzellen mit einem Absinken des HMGA2-Levels verbunden sein 
könnte. Zudem ergab die vorangegangene Studie (Publikation II) deutliche Differenzen 
zwischen der Situation in vivo und dem in vitro System. Daher sollte untersucht werden, 
wie sich der HMGA2 Expressionslevel im Verlauf einer weiteren Kultivierung, also 
während der in vitro Seneszenz von Myomzellen, verändert. Aufgrund der von Nishino et 
al. (2008) postulierten Fähigkeit von HMGA2, den CDKN2A-Lokus zu unterdrücken, 
wurde zusätzlich der Expressionslevel des Seneszenz-assoziierten Gens p14Arf bestimmt. 
Dafür wurden Zellen eines 12q14~15 rearrangierten Myoms bis Passage 14 und Zellen 
eines Myoms mit normalem Karyotyp bis Passage 13 kultiviert und in verschiedenen 
Passagen die HMGA2 und die p14Arf mRNA-Level bestimmt. 
Es konnte gezeigt werden, dass der HMGA2 mRNA-Level während der in vitro
Seneszenz von Myomzellen kontinuierlich abnimmt, während der p14Arf mRNA-Level 
gleichzeitig ansteigt. Zusätzlich wurde in den einzelnen Passagen ein hochsignifikanter 
Zusammenhang zwischen der HMGA2-Expression und der Expression des 
Proliferationsmarkers Ki-67 gefunden, während die Expression von p14Arf negativ mit der 
von Ki-67 korreliert war. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die in vitro Seneszenz 
von Myomen zumindest zum Teil auf antagonistischen Beziehungen zwischen HMGA2 
und p14Arf beruht und lassen, verbunden mit den Ergebnissen aus Publikation I, vermuten, 
dass auch in vivo die Seneszenz zur Wachstumskontrolle von Myomen beiträgt. Generell 
könnte die Funktion eines intakten HMGA2-p14Arf-MDM2-TP53-Netwerkes der Schutz 
des Genoms sein, was die extrem niedrige Tendenz von Myomen zur malignen 
Transformation (Hodge und Morton, 2007) erklären könnte. Um zu überprüfen, ob das 
Gleichgewicht in der HMGA2-p14Arf-MDM2-TP53-Achse zugunsten der Seneszenz 
und/oder der Apoptose gestört werden kann, wurden Zellkulturen von sieben Myomen mit 
Nutlin-3, einem MDM2-Inhibitor, behandelt. In der Tat wurden nach 
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Nutlin-3-Behandlung signifikant erhöhte Expressionslevel der Seneszenz-assoziierten 
Gene CDKN1A und GLB1, sowie des pro-apoptotischen BAX-Gens gemessen. 
Gleichzeitig war die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 signifikant erniedrigt. 
Zusätzlich zeigte eine β-Galaktosidase-Färbung einen deutlichen Anstieg von seneszenten 
Zellen. Als Kontrolle wurden zwei SV40-immortalisierte Myomzelllinien ebenfalls mit 
Nutlin-3 behandelt und es konnten nur sehr schwache bis keine Effekte beobachtet 
werden. Auch die Verwendung von MDM2-spezifischer siRNA führte zu signifikant 
erhöhten CDKN1A- und BAX-Leveln, sowie zu signifikant erniedrigten Ki-67-Leveln. Um 
zu überprüfen, ob bei Myomen die p14Arf-MDM2-TP53-Achse auch in vivo Apoptose 
auslöst, wurden an 29 nativen Myomgeweben die mRNA-Level von p14Arf, CDKN1A 
und BAX bestimmt und hochsignifikante positive Korrelationen zwischen den 
Expressionen von p14Arf und BAX, sowie zwischen CDKN1A und BAX gefunden. 
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HMGA2 and p14Arf: Major Roles in Cellular Senescence of 
Fibroids and Therapeutic Implications 
Dominique Nadine Markowski, Burkhard M. Helmke, Gazanfer Belge, Rolf 
Nimzyk, Sabine Bartnitzke, Ulrich Deichert, and Jörn Bullerdiek 
(Anticancer Res. 31:753-761) 
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3.4 Publikation IV: p14Arf Acts as an Antagonist of HMGA2 in 
Senescence of Mesenchymal Stem Cells – Implications for Benign 
Tumorigenesis (Markowski et al., 2011b): 
Nach den Ergebnissen aus Publikation III interessierten wir uns für die Interaktion 
zwischen HMGA2 und p14Arf in mesenchymalen Stammzellen, also den mutmaßlichen 
Ursprungszellen von Uterus-Leiomyomen. Dazu wurden in verschiedenen Passagen von 
humanen ADSCs (adipose tissue-derived stem cells) und mesenchymalen Stammzellen 
aus der Plazenta die HMGA2 und p14Arf Expressionen gemessen. Wie erwartet fand sich 
auch hier eine inverse Korrelation zwischen den Expressionen der beiden Gene, d.h. 
während der HMGA2 mRNA-Level mit der Passagierung sank, stieg der p14Arf-Level an. 
Die Genexpressionsuntersuchungen an nativem Tumorgewebe (Publikation I) hatten eine 
direkte Korrelation zwischen den Expressionen von HMGA2 und p14Arf ergeben, so dass 
HMGA2 eventuell nicht generell, wie von Nishino et al. (2008) postuliert, als Repressor 
von p14Arf bzw. des CDKN2A-Lokus wirkt. Um den Einfluss von HMGA2 auf die 
p14Arf-Expression zu überprüfen, wurde die HMGA2-Expression in humanen ADSCs 
durch FGF1 stimuliert. Interessanterweise war neben dem induzierten HMGA2-Anstieg 
kein Absinken der p14Arf-Expression, sondern ein hochsignifikanter Anstieg des 
p14Arf-Levels zu beobachten.  
Um die inverse Korrelation der beiden Genexpressionen während der in vitro Seneszenz 
zu erklären, wurde in humanen ADSCs die p14Arf-mRNA durch spezifische siRNAs 
inhibiert. Mit dem Absinken des p14Arf-mRNA-Levels konnte ein hochsignifikanter 
Anstieg der HMGA2-Expression gemessen werden. Anschließend wurden, um eine 
mögliche Beteiligung des p53-Pathways an der p14Arf-vermittelten HMGA2-Repression 
zu überprüfen, Zellkulturen caniner ADSCs mit Nutlin-3 behandelt, was neben dem 
erwarteten hochsignifikanten Anstieg der Expression von CDKN1A und MDM2 sowie 
einer erhöhten Anzahl von β-Galaktosidase-positiven Zellen auch zu einem signifikanten 
Absinken der HMGA2-Expression führte. In einem weiterführenden Versuch wurde 
daraufhin in caninen ADSCs die HMGA2-Expression mittels FKS induziert. Eine 
zusätzliche Behandlung mit Nutlin-3 führte zu einer hochsignifikanten Reduktion des 
HMGA2-Anstieges.  
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p14Arf Acts as an Antagonist of HMGA2 in Senescence of 
Mesenchymal Stem Cells – Implications for Benign 
Tumorigenesis  
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3.5 Publikation V: Fibroid explants reveal a higher sensitivity against 
MDM2-inhibitor nutlin-3 than matching Myometrium (Markowski 
et al., submitted for publication): 
Die Feststellung, dass Nutlin-3 in der Lage ist in Myomzellen Seneszenz und Apoptose zu 
induzieren (Publikation III), verbunden mit der Beobachtung, dass native Myome 
signifikant höhere Level p14Arf als Myometrium exprimieren (Publikation I) führte zu der 
Frage, ob Myome aufgrund dieser höheren p14Arf Level eine höhere Sensitivität gegen 
Nutlin-3 zeigen als zugehöriges Myometrium und die MDM2-Inhibition somit klinische 
Relevanz für die Therapie von Myomen haben könnte. 
Um zunächst zu überprüfen, ob Gewebeexplantate von Myomen, ebenso wie die Myom-
Zellkulturen, mit erhöhter Seneszenz und Apoptose auf eine MDM2-Inhibition reagieren, 
wurden Gewebestücke von vier Myomen mit Nutlin-3 behandelt. Es konnten 
hochsignifikant erhöhte CDKN1A und BAX Expressionen, sowie verringerte mRNA-Level 
von Ki-67 gemessen werden. An einem weiteren Explantat wurde ein Western-Blot mit 
einem p53-Antikörper durchgeführt und ergab höhere p53 Proteinkonzentrationen nach 
Nutlin-3-Behandlung. Anschließend wurde die Beobachtung, dass Myome höhere p14Arf
Level aufweisen als Myometrium, die in Publikation I an einer kleinen Serie von acht 
Myometrien gemacht wurde, an einer größeren Serie von Myomen und zugehörigen 
Myometrien (52 bzw. 31) überprüft und bestätigt. Die Myome exprimierten im 
Durchschnitt 10-fach höhere p14Arf Level als die zugehörigen Myometrien. Um die 
Theorie zu überprüfen, dass Myome sensitiver auf eine Nutlin-3 Behandlung reagieren als 
Myometrium, wurden Gewebeexplantate von fünf Myomen und Explantate der 
zugehörigen Myometrien mit verschiedenen Konzentrationen (3 µM und 10 µM) von 
Nutlin-3 behandelt. Alle Myome zeigten anschließend höhere CDKN1A mRNA-Level als 
das jeweilig zugehörige Myometrium. Auch die BAX Expression war nach 
Nutlin-3-Zugabe in den Myomen in der Regel höher; zwei Myometrien zeigten allerdings 
nach Inkubation mit der höheren Nutlin-Konzentration höhere BAX Level als die 
entsprechenden Myome. Eine an verschiedenen mit Nutlin-3 behandelten 
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Myomexplantaten und den zugehörigen Myometriumexplantaten durchgeführte 
p53-Immunhistochemie bestätigte die höhere Sensitivität von Myomen gegenüber 
Nutlin-3 verglichen mit Myometrium. Zusätzlich konnte eine Konzentrationsabhängigkeit 
der Nutlin-3 Effekte gezeigt werden. 
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V 
Fibroid explants reveal a higher sensitivity against 
MDM2-inhibitor nutlin-3 than matching myometrium 
Dominique Nadine Markowski, Burkhard M. Helmke, Arlo Radtke, Jennifer 
Froeb, Gazanfer Belge, Sabine Bartnitzke, Iris Czybulka-Jachertz, Ulrich 
Deichert, Jörn Bullerdiek 
(Eingereicht, 2011) 
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Abstract 
Background: Spontaneous cessation of growth is a 
frequent finding in uterine fibroids. Increasing evidence 
suggests an important role of cellular senescence in this 
growth control. 
Context and purpose of the study: Deciphering the 
underlying mechanisms of growth control that can be 
expected not only to shed light on the biology of the 
tumors but also to identify novel therapeutic targets.  
Methods: We have analyzed uterine leiomyomas and 
matching normal tissue for the expression of p14Arf and 
used explants to see if reducing the MDM2 activity using 
the small-molecule inhibitor nutlin-3 can induce p53 and 
activate genes involved in senescence and/or apoptosis. 
For these studies quantitative real-time RT-PCR, Western 
blots, and immunohistochemistry were used. Statistical 
analyses were performed using the student’s t test.  
Results: An in depth analysis of 52 fibroids along with 
matching myometrium from 31 patients revealed in 
almost all cases a higher expression of p14Arf in the 
tumors than in the matching normal tissue. In tissue 
explants, treatment with the MDM2 inhibitor nutlin-3 
induced apoptosis as well as senescence as revealed by a 
dose-dependent increase of the expression of BAX as well 
as of p21, respectively. Simultaneously, the expression of 
the proliferation marker Ki-67 drastically decreased. 
Western-blot analysis identified an increase of the p53 
level as the most likely reason for the increased activity 
of its downstream markers BAX and p21. Because as a 
rule fibroids express much higher levels of p14Arf, a 
major negative regulator of MDM2, than matching 
myometrium it was then analyzed if fibroids are more 
sensitive against nutlin-3 treatment than matching 
myometrium. We were able to show that in most fibroids 
analyzed a higher sensibility than that of matching 
myometrium was noted with a corresponding increase of 
the p53 immunopositivity of the fibroid samples 
compared to those from myometrium.  
Conclusions: The results show that uterine fibroids 
represent a cell population of advanced cellular age 
compared to matching myometrium. Moreover, the data 
point to members of the p53-network as to potential 
novel therapeutic targets for the treatment of uterine 
fibroids.   
Keywords: fibroids, p14Arf, senescence, apoptosis, 
MDM2 antagonists 
Background 
Uterine fibroids are by far the most common 
gynaecological tumors at all. In premenopausal women 
incidences of 60-70% have been reported [1, 2] Although 
only a minority of the leiomyomas become symptomatic 
the presence of symptomatic leiomyomas is still the 
leading cause for hysterectomy worldwide. Despite their 
high prevalence the treatment options besides surgical 
removal by hysterectomy or tumor enucleation are still 
limited. Treatment by GnRH agonists as well as 
antagonists can induce shrinkage of fibroids but re-
growth of the tumors usually occurs after termination of 
the therapy [3, 4]. Thus, intervention at the hormonal 
level is as a rule only recommended to reduce tumor size 
pre-operatively [5]. Another alternative represents 
embolization of the fibroids but the recurrence of 
myoma-related symptoms is not a rare finding after that 
treatment as well [6]. Thus, therapies aimed at permanent 
shrinkage of the fibroids still remain a challenge. 
Recently, we have presented evidence that in leiomyoma 
development the overexpression of p14Arf drives a 
negative feedback-loop between p53 and MDM2 that 
governs the fate of the individual fibroid. Compared to 
matching myometrial tissue the myomas display a 
significantly higher expression of one of the genes of the 
senescence associated Ink4a/Arf locus i.e. p14Arf [7]. It is 
not clear yet if this elevated expression solely results 
from an enhanced proliferative activity of the fibroid 
compared to its tissue of origin or if the same oncogenic 
stimuli triggering the leiomyoma growth do 
simultaneously stimulate p14Arf as an oncogene-induced 
senescence-like mechanism. However, whatever is the 
cause of the p14Arf overexpression it activates a p53-
MDM2 negative feedback-loop [8] that may govern a 
delicate balance of the fibroids between proliferative 
activity and senescence [7]. This makes antagonizing 
MDM2 an interesting approach towards the growth 
control of fibroids. Accordingly, we have used nutlin-3, a 
known MDM2 inhibitor, to antagonize its activity in cell 
cultures from fibroids. Interestingly, we were able to 
show that antagonizing MDM2 induces the activity of 
genes associated with senescence (p21) as well as those 
with apoptosis (BAX) in leiomyoma cells in vitro 
(Markowski et al., 2011). Also, the MDM2 inhibitor 
drastically reduced cell proliferation as indicated by a 
decreasing level of Ki-67 expression. Nevertheless, the 
question arises if fibroids display  a higher sensitivity 
than matching myometrium as can be suggested from 
their higher expression of p14Arf [7] or the spontaneous 
senescence observed in fibroids [9]. Herein, we have used 
tissue explants taken from leiomyomas and matching 
myometrium to analyze the effects of an MDM2 
antagonist and possible different sensitivities of the 
fibroids and their matching tissue of origin.  
Methods 
Tissue Samples 
Altogether, tissue samples of 36 patients have been 
investigated in this study (Tab. 1). The study was 
approved by the local ethics committee and prior to 
surgery, informed written consent was obtained from all 
patients. For gene expression studies samples of 52 UL 
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from 31 patients along with matching myometrium were 
taken during surgery, immediately frozen in liquid 
nitrogen, and stored at -80°C for RNA isolation and qRT-
PCR analyses of p14Arf. For MDM2 inhibition six tissue 
samples of UL from four patients as well as matching 
myometrium were taken during surgery and immediately 
transferred into sterile Hank’s solution. 
Treatment by Nutlin-3 
For treatment by nutlin-3 (Biomol, Hamburg, Germany) 
tissue samples were minced into small pieces of 
approximately 0.5 cm diameter and incubated in medium 
199 supplemented with 20% FCS and nutlin-3 (3, 10, or 
50 µM) for 72 h. As controls tissue explants were 
incubated in medium 199 supplemented with 20% FCS 
without nutlin-3 for 72 h.  
RNA Isolation  
RNA isolation was performed using the RNeasy mini kit 
(Qiagen, Hilden, Germany) and DNase I digestion was 
performed following the manufacturer’s instruction. 
cDNA-Synthesis 
About 250 ng of total RNA were reverse transcribed with 
200 U/µl of M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, 
Karlsruhe, Germany), RNase Out, 150 ng random 
hexamers and 10 mM dNTPs according to the 
manufacturer’s instructions. RNA was denatured at 65°C 
for 5 min and subsequently kept on ice for 1 min. After 
adding the enzyme to the RNA primer mixes, samples 
were incubated for 10 min at 25°C to allow annealing of 
the random hexamers. Reverse transcription was 
performed at 37°C for 50 min followed by inactivation of 
the reverse transcriptase at 70°C for 15 min.  
Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 
Relative quantification of transcription levels was carried 
out by real-time PCR analyses using the Applied 
Biosystems 7300 real-time PCR system (Applied 
Biosystems, Darmstadt, Germany). Commercially 
available gene expression assays (Applied Biosystems, 
Darmstadt, Germany) were used for quantification of 
mRNA of human p14Arf (Hs00924091), BAX
(Hs00180269_m1), CDKN1A (Hs99999142), and MKI67
(Hs00606991_m1). HPRT served as endogenous control 
[7]. All qRT-PCR experiments were done in triplicate.
Cytogenetic and Molecular Cytogenetic Studies 
Chromosome analyses and fluorescence in situ 
hybridization (FISH) were performed following routine 
techniques as described previously [10].
Immunohistochemical studies of tissue explants 
The immunohistochemical staining for the p53 protein 
(clone DO-7, DAKO, Glostrup, Denmark) was performed 
using a detection kit (DAKO ChemMate, DAKO, 
Glostrup, Denmark) and a semi-automated stainer 
(DAKO TechMate, DAKO, Glostrup, Denmark) 
according to the specifications of the manufacturer. For 
antigen retrieval the slides were treated in a PT Link 
module (DAKO, Glostrup, Denmark) using the 
EnVisionTM FLEX Target Retrieval Solution, Low pH 
(DAKO, Glostrup, Denmark). The antibody dilution was 
1:100.  
Western Blot Analysis 
Protein extracts were obtained using RIPA buffer and 
concentrations were determined using a BCA protein 
assay (Thermo Scientific, Rockford, USA) according to 
the manufacturer’s instructions. Total protein (16 µg per 
lane) was separated using a SDS-polyacrylamide gel and 
transferred onto a nitrocellulose membrane. SeeBlue 
Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen, Karlsruhe, 
Germany) was used as marker. The membranes were 
incubated with primary anti-p53 (mouse, monoclonal,  
1:200; DAKO, Hamburg, Germany) and anti-beta-actin 
(rabbit, polyclonal, 1:7,500; Santa Cruz Biotechnology, 
California, USA) followed by incubation with the 
corresponding secondary antibodies (alkaline 
phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000) 
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and alkaline 
phosphatase-conjugated bovine anti-rabbit IgG (1:3,750) 
(Santa Cruz Biotechnology, California, USA)). The 
bands were visualized by incubating the membrane with 
NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate) (Roche Applied Science, 
Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s 
instructions. Immunoblots were scanned using a flatbed 
scanner and image analysis was performed with the 
ImageJ gel analysis algorithm. 
Statistical Analysis 
The statistical significance of differences was assessed by 
the student’s t test. In all comparisons, p < 0.05 was 
considered being statistically significant and p < 0.01 was 
considered being highly significant. 
Results  
Nutlin-3 induces senescence as well as apoptosis in 
tissue explants from leiomyomas  
To see if nutlin-3 can induce similar effects on the gene 
expression of p21 and BAX as were recently observed 
explants from a total of four leiomyomas (table 1) were 
incubated with nutlin-3 (3 µM and 10 µM each) for 72h 
and then checked for the expression of these genes. In 
addition, the expression of the proliferation marker Ki-67
was analyzed. Compared to the controls the results show 
concentration-dependent highly significant (p < 0.01 or p 
< 0.001, respectively) increases of the expression of p21
and BAX in all explants analyzed (Fig. 1 A,B) with both 
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concentrations used. Accordingly, the expression of Ki-
67 strongly decreased except for one case where with a 
concentration of 3 µM an increase of Ki-67 expression 
was noted (Fig. 1C).   
Nutlin-3 increases the amount of p53 in a 
concentration-dependent manner 
Nutlin-3 acts as an inhibitor of MDM2 which in turn 
destabilizes p53. To see if the increased expression of the 
senescence and apoptotic markers that was noted after 
treatment of the explants with nutlin-3 was indeed due to 
an elevated level of p53 explants of case 0700-1 treated 
with 30 µM and 50 µM nutlin-3, respectively, for 72h 
were used for immunoblot analyses. The results clearly 
show a concentration-dependent increase of p53 (Fig.2A, 
B). 
Fibroids express significantly higher levels of p14Arf
than matching myometrium 
Previously, expression analysis of a series of UL and 
eight myometrial samples revealed a significantly higher 
expression of p14Arf in the UL compared to their tissue of 
origin [7]. Now, we have extended that smaller series to a 
total of 52 fibroids and 31 matching myometrial tissues. 
On average, the myometrial samples expressed 10-fold 
lower levels of p14Arf than the fibroids (1.14 vs. 11.5) (p 
< 0.001). Moreover, in all but two fibroids the expression 
of p14Arf in the fibroid taken from a patient extended that 
of the corresponding myometrium (Fig.3). Also, a 
marked heterogeneity of the expression between the UL 
of individual patients was noted as well. 
As a rule leiomyomas show a higher sensitivity against 
nutlin-3 treatment than matching myometrium  
In an earlier paper we had been able to show that 
leiomyomas show elevated levels of p14Arf mRNA 
compared to myometrium resulting from a negative 
feedback-loop between p53 and MDM2 which in turn 
results in an activation of MDM2 [7]. Furthermore, we 
had hypothesized that within the p14Arf-driven pathway a 
delicate balance between p53 and MDM2 assures the 
proliferative activity of leiomyomas as well as their 
genomic integrity [11]. Accordingly, it can be speculated 
that leiomyomas may be more sensitive against MDM2 
inhibition than matching myometrium. For the same 
cases used before and one additional case (one 
leiomyoma plus matching myometrium; cf. Tab. 1) 
samples of myometrial tissue have been treated with 3 
µM and 10 µM nutlin-3 for 72 h to analyze and compare 
the expression of p21, and BAX with that revealed by the 
matching leiomyomas.  
As to the expression of p21 in all tissue explants treated 
the expression in the fibroids exceeded that seen in the 
matching myometrial tissue indicating a higher sensitivity 
(Fig. 4A). In case of BAX also in general a higher 
sensivity of the leiomyoma explants was noted except for 
two cases (683 and 687) were with 10 µM the expression 
in the myometrium exceeded that of the leiomyoma (Fig. 
4B).  
Nutlin-3 treatment induces an increasing amount of 
p53 
Because MDM2 inhibition can be expected to raise the 
level of p53 and it was shown that nutlin-3 treatment 
increases the amount of p53 expressed by the explants 
(c.f. Fig. 2) we were interested to see if an IHC-scoring 
system may also detect the comparable differences 
between UL and matching myometrium as those shown 
by qRT-PCR for the expression p21 and BAX. Treatment 
of the explants by nutlin-3 caused a clearly increased 
intensity of p53 staining which was concentration-
dependent (Table 2, Fig.5). Further analyses showed an 
increased number of p53-positive cells as well when 
comparing UL with matching myometrium.  
Uterine leiomyoma cells do not recover during long-
term inhibition of MDM2   
To see how the gene expression patterns for p21, BAX, 
and Ki-67 change after six days of MDM2 inhibition and 
if the cells become resistant we have additionally 
performed gene expression analyses for these genes on a 
series of three UL along with matching myometrium 
(Fig. 6 A-C). Akin to a shorter exposure to nutlin-3 the 
long term experiment did also significantly increase the 
expression of p21 and BAX and decreased that of Ki-67 in 
a dose-dependent manner. Furthermore, clear differences 
between the myometrium and any of the matching 
fibroids became apparent that again point to a reduced 
sensitivity of the myometrium against the MDM2 
inhibition.      
     
Discussion  
Recently, we have shown that compared to myometrium 
leiomyomas express higher levels of p14Arf, an important 
upstream regulator of p53 [7]. Herein, this observation 
has been confirmed on a much larger series of cases. In 
addition, a marked heterogeneity of the p14Arf expression 
was noted when comparing UL from one patient. Most 
likely due to the well-documented positive feedback-loop 
that exists between p53 and MDM2 [12, 13], the fibroids 
do also express higher levels of MDM2 leading to a 
positive correlation between p14Arf and MDM2
expression [7] that may keep fibroids in a delicate 
balance between growth and senescence. This makes 
MDM2 an interesting target molecule for the growth 
control of leiomyomas. Accordingly, we were able to 
demonstrate that in leiomyoma cells in vitro treatment 
with nutlin-3, a small-molecule inhibitor of MDM2, 
activates the expression of canonical groups of genes 
associated with senescence and apoptosis downstream of 
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p53 (Markowski et al., 2011). Herein, we were able to 
show that as a rule tissue explants taken from 
leiomyomas display a higher sensitivity after treatment 
with nutlin-3 than do those from matching myometrium. 
Of note, nutlin-3 increased the expression of p53-
dependent marker genes associated with senescence as 
well as with apoptosis. As a rule for both genes i.e. p21
and BAX leiomyoma tissue turned out to be more 
sensitive than myometrial tissue. We assume that the 
higher expression of p14Arf in the fibroids [7] is the most 
likely explanation for this different sensitivity. When 
interpreting leiomyomas as the result of proliferation of a 
stem-cell like population it seems reasonable to assume 
that this proliferation is accompanied by activation of the 
p53-pathway via p14Arf to protect the cellular genome 
[11]. Vice versa, functional p53 activates the positive 
feedback-loop with MDM2 that may be essential for the 
development of fibroids. Likewise, disturbing this 
balance by MDM2 inhibitors can be assumed to cause 
senescence as well as apoptosis of the leiomyoma cell 
population because p53 still remains intact with a 
strongly decreased MDM2 activity.  
The present study has limitations which are mainly 
related to the use of an in vitro model. Cell cultures from 
fibroids can easily be set up without major problems of 
overgrowing of normal cells but the cells have only a 
limited growth potential and, as an even more serious 
reason for concern, rapidly lose characteristic features of 
leiomyomas in vivo. E.g. the estrogen receptor level of 
fibroid cells rapidly declines in vitro [14]. 
Immortalization of the cells is possible e.g. by using 
SV40-large T-antigen or the SV40 early region, but with 
these cells experiments are still facing the problem of 
drastic changes compared to the normal cells [15]. 
Though the explants cultures as used here may reflect the 
in vivo situation better than isolated cells it is well known 
that explant cultures as well loose characteristics of the 
tissue in vivo e.g. a decrease the expression of estrogen 
receptors after a short time in vitro has been noted [16] 
that was within the time-range used here for the nutlin-3 
experiments. Nevertheless, the higher sensitivity of the 
leiomyoma tissue against the inhibition of MDM2 
compared to surrounding myometrium corresponds to a 
higher in vivo expression of p14Arf and thus likely exists 
in vivo as well. Then, it may have considerable 
therapeutical implications. In UL antagonizing MDM2 
seems to be a way to induce growth arrest as well as 
apoptosis. Both can be expected to irreversibly impair 
tumor growth and to decrease the tumor size, 
respectively. Interestingly, estrogens are known as 
negative regulators of p53 [17]. Thus, it seems reasonable 
to speculate that changes of the behaviour of fibroids 
following changes of the hormonal milieu as in particular 
their shrinkage are at least in part also due to skewing the 
balance towards p53. Accordingly, a combination e.g. of 
a GnRH antagonist and a MDM2 antagonist may be a 
favourable approach for the treatment of fibroids. In 
summary, the results of the present study strengthen the 
idea that senescence and apoptosis play an important role 
in the growth control of fibroids and that their induction 
may offer interesting approaches for the therapy of these 
frequent tumors. 
Conclusions 
Based on their expression of p14Arf we have concluded 
that as a rule leiomyomas represent a cell population of 
advanced senescence compared to matching myometrial 
tissue. Accordingly, fostering the p14Arf – p53 network 
by nutlin-3, a known MDM2 antagonist, increases the 
expression of pro-senescence and pro-apoptotic genes in 
tissue explants from myometrium as well as from 
leiomyomas with the latter displaying a significantly 
higher sensitivity than the matching normal tissue. In 
summary, though the data need confirmation in vivo they 
point to members of the p53-network as to potential 
novel therapeutic targets for the treatment of uterine 
fibroids.         
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Table 1: Age of the patients, tumor size and karyotype of the leiomyomas investigated. Karyotypes are described 
according to [18]. 
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Table 2: Treatment by nutlin-3 results in a concentration dependent increase of the number of p53 positive cells as 
well as of the staining intensity as revealed by immunohistochemistry. For further information of the tumors studied 
(karyotype, age, tumor size) see Table 1. 
#case treatment duration of 
treatment
number of p53-
positive cells
intensity
0694-2 control
72 h
11 0 - 1
10 µM nutlin-3 393 2
30 µM nutlin-3 1,277 3
0695-0 control
6 days
0 0
10 µM nutlin-3 11 1
30 µM nutlin-3 188 1
0695-1 control 0 0
10 µM nutlin-3 42 0 - 1
30 µM nutlin-3 89 1
0695-2 control 0 0
10 µM nutlin-3 194 1 - 2
30 µM nutlin-3 799 3
0695-3 control 0 0
10 µM nutlin-3 770 3
30 µM nutlin-3 1,493 3
0687-0 control
72 h
0 0
10 µM nutlin-3 2 1
30 µM nutlin-3 257 2
0687-1 control 0 0
10 µM nutlin-3 398 2
30 µM nutlin-3 n.d. n.d.
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Figure 1: Tissue explants taken from uterine fibroids show a nutlin-3 sensitivity as revealed by the increased expression 
of p21, BAX, and decreased expression of Ki-67 mRNA after 72h incubation with nutlin-3 compared to the controls. 
Expression in the control explants (white bars, no treatment) was always set 100%. Ordinate: % change of expression 
compared to control. Hatched bars: 3 µM nutlin-3; grey bars: 10 µM nutlin-3. For tumor numbers below each group of bars 
rf. to Tab. 1. A: p21, B: BAX, C: Ki-67. Statistically significant increases (p21 and BAX) or decreases (Ki-67) are given by 
asterisks (**, p < 0.01; ***, p < 0.001).
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Figure 2: Western Blot analyses of explants treated with nutlin-3 reveal a concentration dependent increase of the 
amount of p53. A: Western Blot analysis of p53 of explants from an UL (case 700-1) treated with 30 µM and 50 µM nutlin-
3 for 72h shows a concentration-dependent increase of the amount of p53. Lane 1: 50 µM nutlin-3, lane 2: 30 µM nutlin-3, 
lane 3: control without nultin-3, lane 4: marker SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) (left to 
right). B: p53 protein expression determined after immunoblotting (c.f. A) by ImageJ (as described in the materials and 
methods section) against beta-actin. Control was set 100%. Ordinate: % change of p53 expression compared to control. 
Figure 3: Leiomyomas usually express higher levels of p14Arf than matching myometrium. Columns within each row 
give the relative expression of p14Arf mRNA in myometrium (violett columns) and matching fibroids (blue columns) from 
one patient each as revealed by qRT-PCR. Number below each row corresponds to the patient’s lab no. The corresponding 
leiomyomas are depicted in a numerical order (cf. Tab 1). Ordinate gives relative expression of p14Arf. 
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Figure 4: As a rule fibroids display a higher nutlin-3 sensitivity than matching myometrium. Explants from five 
fibroids from three patients were checked for their nutlin-3 sensitivity after incubation with 3 µM or 10 µM nutlin-3 
respectively, for 72 hours. As an indicator for sensitivity the expression of BAX (A, B) and p21 (C, D) mRNA was 
determined by qRT-PCR. Myometrium (violet columns) was always set 100 % and the expression of the corresponding 
fibroids (light blue columns) refers to that value. Numbers below each row indicate the patient’s lab no. (cf. Tab. 1). The 
corresponding leiomyomas are depicted in numerical order. Statistically significances are given by asterisks (*, p < 0.05; **, 
p < 0.01; ***, p < 0.001). 
Figure 5: Immunohistochemistry reveals that nutlin-3 causes a dose-dependent increase of p53 in fibroids exceeding 
that in myometrium. A: leiomyoma 695-3, control without nutlin-3; B. myometrium 695-0, control without nutlin-3; C: 
leiomyoma 695-3 after 6 days exposure to 10 µM nutlin-3; C: myometrium 695-0 after 6 days exposure to 10 µM nutlin-3. 
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4 Diskussion 
Bisher existieren noch keine geeigneten medikamentösen Therapieansätze zur dauerhaften 
Behandlung von Uterus-Leiomomen, so dass beim Vorliegen symptomatischer Myome 
die chirurgische Entfernung noch immer die häufigste Behandlungsmethode darstellt und 
allein in den USA zu jährlich ca. 200.000 Hysterektomien führt (Wilcox et al., 1994; 
Wilcox et al., 1995; Farquhar und Steiner, 2002; Walker und Stewart, 2005). Bisherige 
Ansätze zur Entwicklung innovativer Therapien beruhen in der Regel darauf die 
Mechanismen des Myomwachstums zu untersuchen, wobei die hormonelle 
Wachstumsinduktion dabei im Vordergrund steht (Cook und Walker, 2004; Sankaran und 
Manyonda, 2008; Lethaby und Vollenhoven, 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde 
hingegen ein Ansatz gewählt, der darauf beruht, Mechanismen des Wachstumsstopps von 
Myomen zu identifizieren, um daraus dann mögliche neue therapeutische Zielmoleküle 
abzuleiten. Die Ergebnisse deuten auf eine zentrale Rolle des p14Arf-MDM2-TP53-
Signalweges bei der Wachstumskontrolle von Myomen hin und bestätigen damit die 
Vermutung, dass die onkogen-induzierte Seneszenz (OIS) bei Myomen einen wichtigen 
wachstumslimitierenden Faktor darstellt. Die OIS führt über die Aktivierung des 
CDKN2A-Lokus zum Wachstumsarrest und ist für den bei benignen und prämalignen 
Tumoren häufig beobachteten Wachstumsstopp verantwortlich (Michaloglou et al., 2005; 
Collado et al., 2005; Chen et al., 2005; Braig et al., 2005; Mooi und Peeper, 2006; Mooi, 
2009).  
Daher ergab sich für die vorliegende Arbeit zunächst die Fragestellung, ob die OIS auch 
an der Wachstumskontrolle von Myomen beteiligt ist. Der CDKN2A-Lokus ist auf 
Chromosom 9p21 lokalisiert und kodiert für die Zellzyklusinhibitoren p14Arf und p16Ink4a, 
deren Expression über unterschiedliche Signalwege einen Zellzyklusarrest bedingt und 
somit zur Seneszenz führt oder Apoptose auslöst (Lowe und Sherr, 2003; Kim und 
Sharpless, 2006). p14Arf und p16Ink4a besitzen zwar dasselbe zweite und dritte Exon, 
unterscheiden sich aber in ihrem ersten Exon und werden von unterschiedlichen 
Promotoren reguliert. Zusätzlich sind die beiden Proteine in unterschiedlichen Leserastern 
kodiert, so dass p14Arf und p16Ink4a keine Isoformen sind und auch keine 
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Aminosäurehomologien besitzen (Kim und Sharpless, 2006) (Abb. 2). Die beiden vom 
CDKN2A-Lokus kodierten Proteine stehen in Verbindung mit der Suppression von 
neoplastischem Wachstum. Der CDKN2A-Lokus gehört zu den bei humanen malignen 
Tumoren am häufigsten inaktivierten Loci (Lowe und Sherr, 2003). Mäuse mit einer 
homozygoten Deletion dieses Lokus entwickeln schon früh spontane Tumoren und 
reagieren, verglichen mit Wildtyp-Mäusen oder Mäusen mit einer heterozygoten Deletion 
des CDKN2A-Lokus, höchst sensitiv auf karzinogene Behandlungen mit 9,10-Dimethyl-
1,2-benzanthracen (DMBA) (Serrano et al., 1996), einem starken Karzinogen und 
Mutagen, das mit der DNA kovalente Addukte bildet (DiGiovanni, 1991), so dass sie 
schon nach einmaliger Exposition Tumoren entwickeln (Serrano et al., 1996). 
Abbildung 2: Aufbau des CDKN2A-Lokus auf Chromosom 9p21. Die beiden Gene p14Arf und 
p16Ink4a unterscheiden sich in ihrem ersten Exon (Exon 1β  bei p14Arf und Exon 1α bei p16Ink4a) und 
werden außerdem von unterschiedlichen Promotoren reguliert, besitzen aber beide dasselbe zweite 
und dritte Exon. Allerdings weisen die mRNAs unterschiedliche Leseraster auf, so dass es zur 
Expression zweier strukturell verschiedener Proteine kommt, die über unterschiedliche Signalwege 
den Zellzyklus inhibieren und Seneszenz oder Apoptose auslösen. 
Eine Studie von Laser et al. (2010) deutete bereits auf eine Beteiligung der Seneszenz an 
der Wachstumskontrolle von Myomen hin. Es konnte gezeigt werden, dass Myome 
verglichen mit dem zugehörigen Myometrium eine erhöhte Seneszenz, gemessen am 
CDKN2A-Lokus 
Zellzyklus 
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Anteil β-Galaktosidase positiver Zellen, aufweisen. Allerdings wurde in der Studie 
lediglich die Expression von p16Ink4a also von nur einem der beiden vom CDKN2A-Lokus 
kodierten Gene bestimmt und kein Zusammenhang zwischen der p16Ink4a Expression und 
dem Seneszenz-Level festgestellt, so dass eine Beteiligung des p16Ink4a-Rb-Seneszenz-
Signalweges am Wachstumsverhalten von Myomen ausgeschlossen wurde (Laser et al., 
2010).  
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Expression des zweiten vom 
CDKN2A-Lokus kodierten Gens (p14Arf) in einer Serie von Myomen und Myometrien 
bestimmt und es konnte gezeigt werden, dass p14Arf in Myomen im Vergleich zum 
Myometrium überexprimiert wird (Markowski et al., 2010a; Markowski et al., 
eingereicht). Zudem wurde eine hochsignifikant positive Korrelation zwischen der 
p14Arf-Expression und der Expression des Seneszenz-assoziierten CDKN1A-Gens, einem 
direkten Target von p53, gefunden. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung der 
p53-abhängigen Seneszenz an der Wachstumskontrolle von Myomen hin und erklären 
somit die von Laser et al. (2010) beschriebene erhöhte Seneszenz in den Myomen 
gegenüber den zugehörigen Myometrien (Laser et al., 2010).  
Vor kurzem wurde in einer Studie von Nishino et al. (2008) vermutet, dass HMGA2 die 
Seneszenz-assoziierten Gene des CDKN2A-Lokus reprimiert. HMGA2-Proteine gehören 
zur high mobility group A Familie und sind chromosomale Nicht-Histon-Proteine, die als 
architektonische Transkriptionsfaktoren fungieren, indem sie die DNA-Konformation 
ändern und so die Genexpression regulieren. Auf diese Weise beeinflussen sie 
verschiedene biologische Prozesse, wie Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und 
Zelltod (Cleynen und Van de Ven, 2008). HMGA2 wird in undifferenzierten Zellen 
während der Embryonalentwicklung stark exprimiert und während der Differenzierung 
herunterreguliert (Zhou et al., 1995; Hirning-Folz et al., 1998). Während es in normalem 
adulten Gewebe kaum detektierbar ist (Cleynen und Van de Ven, 2008), wird es in 
Stammzellen stark exprimiert und mit deren Selbsterneuerungskapazität in Verbindung 
gebracht (Li et al., 2006; Li et al., 2007; Nishino et al., 2008). Darüber hinaus können 
HMGA2-Proteine die Tumorgenese fördern (Takaha et al., 2004) und werden in einer 
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Vielzahl von benignen und malignen Tumoren, vor allem mesenchymaler Herkunft, 
überexprimiert (Schoenmakers et al., 1995; Fusco und Fedele, 2007).  
Da Myome generell höhere HMGA2-Level aufweisen als normales Myometrium (Klemke 
et al., 2009), scheint es verwunderlich, dass sowohl in der Studie von Laser et al. (2010) 
als auch in dieser Arbeit (Markowski et al., 2010a) in den Myomen eine erhöhte 
Seneszenz gegenüber dem zugehörigen Myometrium nachgewiesen werden konnte, denn 
wie von Nishino et al. (2008) postuliert müssten die erhöhten HMGA2-Level zu 
erniedrigten Leveln der Seneszenz-assoziierten Gene führen. Daher wurde überprüft, ob 
Myome mit einer aufgrund von chromosomalen Rearrangierungen der Region 12q14~15 
stark erhöhten HMGA2-Expression (Schoenmakers et al., 1995; Gross et al., 2003; 
Klemke et al., 2009) niedrigere p14Arf- bzw. CDKN1A-Level aufweisen als Myome mit 
normalem Karyotyp. Denn würde eine stark erhöhte HMGA2-Expression zu einer 
Repression der Gene des CDKN2A-Lokus führen und somit in der Lage sein die 
Seneszenz zu unterdrücken, könnte dies eine Erklärung dafür sein, dass Myome mit 
HMGA2-Rearrangierungen größer sind als Myome ohne diese Aberration (Rein et al., 
1998; Hennig et al., 1999). Die Messungen zeigten jedoch, dass Myome mit 
HMGA2-Rearrangierungen signifikant höhere p14Arf-Level aufweisen als Myome mit 
normalem Karyotyp und auch die Expression des Seneszenz-assoziierten CDKN1A-Gens 
war in Myomen mit 12q14~15 Rearrangierungen signifikant höher als in Myomen ohne 
diese Aberration, was darauf hindeutet, dass HMGA2 eher ein Agonist des 
p14Arf-TP53-Signalweges ist als ein Antagonist. Darüber hinaus war die Expression 
sowohl von HMGA2 als auch von p14Arf und CDKN1A positiv mit der Tumorgröße 
korreliert, was darauf hindeutet, dass ein erhöhtes Wachstumspotential mit einer 
Aktivierung des p14Arf-Signalweges einhergeht (Markowski et al., 2010a). Insgesamt 
lassen diese Ergebnisse vermuten, dass sich Myome in einem empfindlichen 
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Seneszenz befinden. Die Aktivierung des 
p14Arf-MDM2-TP53-Pathways in den Myomzellen könnte die hohe genomische Stabilität 
von Myomen und die niedrige Tendenz zur malignen Transformation (Hodge und Morton, 
2007) erklären (Markowski et al., 2010c) und würde gleichzeitig über einen negativen 
Feedback-loop zwischen p53 und p14Arf (Robertson und Jones, 1998), sowie über einen 
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positiven Feedback-loop zwischen p53 und MDM2 (Barak et al., 1993; Wu et al., 1993; 
Barak et al., 1994) dazu führen, dass Myome in der Lage sind beachtliche Größen zu 
erreichen.  
Daher sollte überprüft werden, ob dieses Gleichgewicht in der p14Arf-MDM2-TP53-Achse 
zugunsten der Seneszenz und/oder der Apoptose gestört werden kann. Dazu wurden 
Zellkulturen von Myomen mit Nutlin-3, einem bekannten MDM2-Inhibitor, der in 
präklinischen Tests bereits krebshemmende Wirkungen zeigen konnte (Brown et al., 
2009), behandelt. Nutlin-3 wirkt, indem es die Interaktion zwischen MDM2 und p53 
verhindert, so dass es zu einer Aktivierung von p53 kommt, wodurch wiederum ein 
Zellzyklusarrest ausgelöst oder Apoptose verursacht werden kann (Vassilev et al., 2004). 
Nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von Nutlin-3 konnten signifikante 
Anstiege in den Expressionen der Seneszenz-assoziierten Gene CDKN1A und GLB1 
gemessen werden, während die Expression des Proliferatiosmarkers Ki-67 signifikant 
absank. Obwohl normale Fibroblasten resistent gegen Nutlin-3 induzierte Apoptose sind 
(Efeyan et al., 2007), konnte darüber hinaus ein signifikanter Anstieg des 
pro-apoptotischen BAX-Gens beobachtet werden. Zusätzlich war die Anzahl seneszenter 
Zellen, gemessen am Anteil β-Galaktosidase-positiver Zellen, deutlich erhöht. Auch war 
die Anzahl der Zellen allgemein stark reduziert und kaum noch Mitosen vorhanden. Um 
sicherzustellen, dass die Ergebnisse tatsächlich spezifisch auf die MDM2-inhibierende 
Wirkung des Nutlin-3 zurückzuführen sind, wurden Myomzellen mittels reverser 
Transfektion mit MDM2-spezifischer siRNA behandelt. Die Inhibition der MDM2-
mRNA durch RNA-Interferenz führte ebenfalls zu signifikant erhöhten CDKN1A- und 
BAX-Expressionen und zu signifikant erniedrigten Ki-67-Leveln (Markowski et al., 
2011a). Es konnte darüber hinaus an Myomexplantaten gezeigt werden, dass auch in 
Myomzellen im Gewebeverband durch Behandlung mit Nutlin-3 Seneszenz und Apoptose 
ausgelöst werden können (Markowski et al., eingereicht).  
Die Feststellung, dass Myome signifikant höhere p14Arf-Level aufweisen als das 
zugehörige Myometrium (Markowski et al., 2010a; Markowski et al., eingereicht), 
suggeriert, dass Myome, verglichen mit dem angrenzenden Myometrium, eine 
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Zellpopulation mit fortgeschrittenem replikativen Alter darstellen, die anfällig dafür ist 
seneszent zu werden. Auch die Tatsache, dass Myome weniger Stammzell- und 
Progenitorzell-Charakteristika aufweisen als Myometrium und dass Myomzellen weniger 
Stammzellkolonien bilden als Myometriumzellen (Chang et al., 2010) könnte auf die 
fortgeschrittene Seneszenz der Myomzellen zurückzuführen sein. Daher wurde an Myom- 
und zugehörigen Myometriumexplantaten überprüft, ob die Myome sensitiver auf eine 
Nutlin-3-vermittelte MDM2-Inhibition reagieren als das „weniger seneszente“ 
Myometriumgewebe. Die Vermutung konnte bestätigt werden, denn die Myomexplantate 
exprimierten nach Nutlin-3-Behandlung signifikant höhere Level der p53-abhängigen 
Markergene für Seneszenz und Apoptose als das zugehörige Myometrium (Markowski et 
al., eingereicht).  
Diese durch die MDM2-Inhibition erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der 
p14Arf-MDM2-TP53-Pathway bzw. das Eingreifen in diesen Pathway neue Möglichkeiten 
für die Therapie von Myomen eröffnen könnte. Allerdings vermögen weder das 
verwendete in vitro Zellkultur-System (Markowski et al., 2011a), noch die Explantat-
Kulturen (Markowski et al., eingereicht) die in vivo Situation zufriedenstellend zu 
reflektieren, da Myome in vitro verschiedene Charakteristika des Gewebes in vivo
verlieren. Sowohl für Myom-Zellkulturen (Zaitseva et al., 2006) als auch für Explantate 
(Severino et al., 1996) ist z.B. bekannt, dass sie nach kurzer Zeit in vitro ihre Östrogen-
Rezeptoren verlieren. Trotz der möglichen Nachteile der verwendeten in vitro-Modelle 
korrespondiert die höhere Empfindlichkeit des Myomgewebes bzw. der Zellen gegen die 
MDM2-Inhibition verglichen mit dem Myometrium (Markowski et al., 2011a; Markowski 
et al., eingereicht) mit einer höheren Expression von p14Arf der Myome in vivo. Daher 
kann man davon ausgehen, dass es in der Tat beachtliche therapeutische Auswirkungen 
haben könnte, durch MDM2-Inhibition in den Myomen Seneszenz und Apoptose 
auszulösen, denn sowohl die Seneszenz als auch die Apoptose beeinflussen das 
Tumorwachstum und die Tumorgröße irreversibel, während GnRH-Antagonisten und -
Agonisten lediglich ein vorübergehendes Schrumpfen der Myome verursachen (Matta et 
al., 1989; Chia et al., 2006). Es ist bekannt, dass Östrogene negative Regulatoren von p53 
sind (Gao et al., 2002). Daher wäre es interessant zu überprüfen, ob es sinnvoll wäre, 
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Myome mit einer Kombination von einem MDM2-Inhibitor und z.B. einem GnRH-
Antagonisten zu behandeln, um eine möglich starke Stabilisierung von p53 in den 
Myomen zu erreichen und somit eine wirksame Behandlungsmethode für Myome zu 
erhalten. 
Die signifikant höhere Expression der Seneszenz-assoziierten Gene p14Arf und CDKN1A
in den Myomen verglichen mit normalem Myometrium (Markowski et al., 2010a) könnte 
desweiteren auch eine Erklärung dafür sein, dass Myomzellen in vitro unerwartet ein 
niedrigeres Wachstumspotential zeigen als Myometriumzellen (Carney et al., 2002; Loy et 
al., 2005; Chang et al., 2010), während Myome in vivo, verglichen mit Myometrium, eine 
deutlich höhere proliferative Aktivität zeigen (Dixon et al., 2002; Kayisli et al., 2007). Um 
diese Theorie zu überprüfen, wurden die p14Arf-Expressionen von 16 Leiomyomen 
sowohl in vivo als auch in vitro gemessen und tatsächlich konnte nachgewiesen werden, 
dass Myomzellen in Kultur sogar einen zusätzlichen signifikanten Anstieg des 
p14Arf-Levels zeigen (Markowski et al., 2010b), der im Verlauf der Kultivierung noch 
weiter ansteigt (Markowski et al., 2011a). Zusätzlich wurden in den 16 Myomen die 
HMGA2-Level bestimmt und festgestellt, dass die in vivo existierenden deutlichen 
Unterschiede in der HMGA2-Expression in vitro nicht vorhanden sind. Myome mit 
ursprünglich hohem HMGA2-Level zeigen in Kultur einen starken Abfall der 
HMGA2-Expression während der HMGA2-Level von Myomen ohne 
HMGA2-Rearrangierungen in vitro ansteigt, so dass sogar 12q14~15-rearrangierte 
Myome in vitro ähnliche HMGA2 Expressionsniveaus zeigen wie Myome mit normalem 
Karyotyp (Markowski et al., 2010b). Diese Feststellung liefert eine Erklärung dafür, dass 
trotz der zytogenetischen Heterogenität und den daraus resultierenden deutlichen 
Unterschieden in der HMGA2-Expression im nativen Gewebe alle Myome in vitro ein 
ähnliches Wachstumsverhalten zeigen. Ein Grund für die stark reduzierte 
HMGA2-Expression von 12q14~15-rearrangierten Myomen in vitro könnte sein, dass der 
HMGA2-Lokus durch die chromosomalen Rearrangierungen von regulatorischen 
Elementen aktiviert wird, welche bestimmte transkriptionelle Cofaktoren benötigen, die 
spezifisch für die Ursprungszelle und ihre Umgebung in vivo sind. Durch die 
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Veränderungen im extrazellulären Milieu, die durch die „neue“ in vitro-Umgebung 
auftreten, könnte somit die Aktivität dieser regulatorischen Elemente reduziert werden. Im 
Gegensatz dazu wird die normale transkriptionelle Kontrolle von HMGA2 in Myomen 
ohne HMGA2-Rearrangierungen in vitro durch die Serum-Komponenten stimuliert 
(Gattas et al., 1999). Darüber hinaus wurde, übereinstimmend mit den Ergebnissen von 
Nishino et al. (2008) an neuronalen Stammzellen, mit ansteigendem p14Arf-Level während 
der weiteren in vitro Kultivierung der Myomzellen ein signifikantes Absinken der 
HMGA2-Expression gemessen (Markowski et al., 2011a). Diese Ergebnisse lassen 
vermuten, dass auch bei der in vitro Seneszenz von Myomen antagonistische 
Wechselwirkungen zwischen HMGA2 und p14Arf  eine Rolle spielen und weisen auf eine 
Gemeinsamkeit der Myome mit den von Nishino et al. (2008) untersuchten somatischen 
Stammzellen hin.  
Somatische Stammzellen sind eine Gruppe von Zellen, die in den meisten adulten 
Geweben vorhanden sind. Sie haben die Fähigkeit zur asymmetrischen Zellteilung und 
sind somit in der Lage differenzierte Nachkommen zu erzeugen und sich gleichzeitig 
durch Selbsterneuerung zu erhalten (Fuchs et al., 2004). Auf diese Weise unterstützen sie 
die permanente Geweberegeneration, indem sie durch Apoptose oder Verletzung 
verlorengegangene Zellen ersetzen (Li und Xie, 2005). Ähnlich versteht man unter 
Tumorstammzellen eine Gruppe von Zellen eines Tumors, die ebenfalls in der Lage sind 
asymmetrische Zellteilung zu betreiben, um Selbsterneuerung zu betreiben und 
gleichzeitig alle im Tumor vorkommenden differenzierten Zellen zu bilden und die 
zusätzlich die proliferative Fähigkeit besitzen, ein anhaltendes Wachstum des Tumors zu 
ermöglichen (Jordan et al., 2006). Generell wird angeommen, dass auch im Myometrium 
eine Stammzell-ähnliche Population existiert, die für die Veränderungen der glatten 
Muskulatur der Gebärmutter während der Schwangerschaft und nach einer Geburt 
verantwortlich gemacht werden (Shynlova et al., 2009). Eine Studie von Ono et al. (2007) 
konnte die Existenz einer Stammzell-ähnlichen Seitenpopulation von ruhenden 
multipotenten Myometriumzellen (myoSP Zellen) nachweisen. Die Autoren nehmen an, 
dass die wiederholte menstruationsbedingte Hypoxie die klonale Proliferation einer 
myoSP Zelle auslösen könnte, was zur Entstehung eines Myoms führen würde.  
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Zur Entstehung und zur Wachstumskontrolle von Myomen mit 12q14~15 Aberration wäre 
folgendes Modell vorstellbar: In der Myom-Ursprungszelle, also einer Tumorstammzelle 
oder einer etwas weiter differenzierten Progenitorzelle, kommt es zu einer 
HMGA2-Mutation. Der daraus resultierende erhöhte HMGA2-Level führt dazu, dass die 
ursprünglich ruhende Stammzelle wieder in den Zellzyklus eintritt und durch 
asymmetrische Zellteilung Tumorzellen bildet und parallel Selbsterneuerung betreibt. 
Gleichzeitig könnte HMGA2 die Funktion eines aktivierten Onkogens besitzen und in den 
Myomen eine schwache Form onkogen-induzierter Seneszenz auslösen, so dass es zu 
einer Hochregulierung von p14Arf und somit zur Aktivierung des 
p14Arf-MDM2-TP53-Signalweges kommt. Der Tumor ist demzufolge in der Lage mit 
einer nur sehr geringen Gefahr zur malignen Transformation zu wachsen. Zudem endet zu 
einem bestimmten Zeitpunkt das Wachstum wieder. Der Zeitpunkt dieses 
Wachstumsstopps hängt von der Anzahl der Zellteilungen ab, die die Zelle bereits 
vollzogen hat, denn jede Zelle kann, u.a. aufgrund des Verlustes der Telomerrepeats 
(Hayflick und Moorhead, 1961), nur eine begrenzte Zahl an Teilungen durchführen. 
Zudem sinkt der HMGA2-Level mit dem Differenzierungsgrad der Zelle, so dass die 
HMGA2-Menge nicht mehr ausreicht, um die Zelle im Zellzyklus zu halten und die 
Seneszenz Überhand gewinnt. Zellen mit ursprünglich höherem HMGA2-Level können 
somit mehr Zellteilungen vollziehen, so dass Myome mit aufgrund von 
HMGA2-Rearrangierungen höheren HMGA2-Expressionen größer werden als Myome mit 
niedrigeren HMGA2-Leveln (Rein et al., 1998; Hennig et al., 1999). Ein möglicher 
Signalweg für die Seneszenz-auslösende Wirkung von HMGA2 wäre die Inhibierung der 
Komplexbildung von pRB mit E2F1 (Fedele et al., 2006, Fedele und Fusco, 2010). Durch 
das freie aktive E2F1 kann es dann zur Initiation der Transkription von p14Arf kommen 
(Lomazzi et al, 2002; Komori et al., 2005). Die Transkription von E2F1-Targetgenen wird 
in nicht proliferierenden Zellen durch Bindung von pRB an E2F1 blockiert, durch die es 
wiederum zu einer Komplexbildung mit Histon-Deacetylase-Proteinen (HDAC1) kommt, 
(Xiao et al., 2003). HDAC1 verhindert die Transkription indem es die Acetylgruppen von 
den Histonen entfernt, wodurch sich aus den Nukleosomen wieder Chromatin bildet und 
den Transkriptionsfaktoren der Zugang verhindert wird (Magnaghi-Jaulin et al., 1998). 
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HMGA2 ist in der Lage diesen Transkriptionsstopp aufzuheben, indem es pRB bindet und 
auf diese Weise HDAC1 verdrängt. Unter Abwesenheit von HDAC1 wird die 
Acetylierung der Histone sowie von E2F1 ausgelöst und die Transkription kann erfolgen 
(Fedele et al., 2006) (Abb. 3).  
Abbildung 3: Schematisches Modell zur E2F1-Aktivierung durch HMGA2. A: In nicht 
proliferierenden Zellen ist die Transkription von E2F1-Target-Genen durch Komplexbildung 
zwischen E2F1, pRB und HDAC1 blockiert. B: Durch Bindung von HMGA2 an pRB wird HDAC1 
aus dem Komplex verdrängt. C: Dadurch kann die Acetylierung der Histone und von E2F1 durch 
Histonacetylasen erfolgen, während unter Abspaltung des HMGA2-pRB-Komplexes eine stabile 
freie E2F1-Form entsteht, so dass die Transkription erfolgen kann. (modifiziert nach Fedele et al., 
2006). 
Komori et al. (2005) gehen davon aus, dass die Entscheidung darüber, ob die Aktivierung 
von E2F1 dazu führt, dass ausschließlich die herkömmlichen Zellzyklus-aktivierenden 
E2F1-Target-Gene transkribiert werden oder ob, zwar nicht ausschließlich aber doch 
vorrangig, das Seneszenz-auslösende p14Arf-Gen transkribiert wird, von der Art der 
E2F1-Aktivierung abhängt. Grund hierfür ist, dass sich das E2F1-Response-Element des 
p14Arf-Promotors von den E2F1-Bindungsstellen der klassischen E2F1-Target-Gene 
unterscheidet. Demnach führen normale Wachstumssignale zur Transkription der 
klassischen zellzyklusaktivierenden E2F1-Target-Gene, während aberrante 
Wachstumssignale, wie z.B. ein Defekt der pRB-Funktion, eine Transkription von p14Arf
bewirken würde (Komori et al., 2005). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen 
vermuten, dass HMGA2 eines dieser aberranten, p14Arf-aktivierenden Signale darstellen 
könnte (Abb. 4).  
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Abbildung 4: Modell der transkriptionellen Regulation durch E2F1. Die Aktivierung von E2F1 
durch normale Wachstumssignalen, via Phosphorylierung von pRB durch G1-CdKs, führt zur 
Transkription der klassischen Zellzyklus-fördernden E2F1-Target Gene (solide Pfeile). Nach 
Aktivierung von E2F1 aufgrund von aberranten Signalen, wie z.B. HMGA2-Überexpression kommt 
es zur Transkription von p14Arf und zusätzlich in geringerem Maße zur Transkription der klassischen 
E2F1-Target Gene (gestrichelte Pfeile). 
Um die Beziehung zwischen HMGA2 und dem p14Arf-vermittelten Seneszenzpathway in 
mesenchymalen Stammzellen (MSCs), also den mutmaßlichen Myom-Ursprungszellen, 
und somit in der benignen Tumorentstehung besser zu verstehen, sollten die Hinweise auf 
eine agonistische Wirkung von HMGA2 auf p14Arf (Markowski et al., 2010a) durch 
Stimulation der HMGA2-Expression in MSCs mittels FGF1, einem bekannten Induktor 
von HMGA2 in immortalisierten Zellen (Ayoubi et al., 1999), überprüft werden. Die 
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Ergebnisse stützen die Theorie einer agonistischen Wirkung von HMGA2 auf p14Arf, denn 
nach Stimulation der HMGA2-Expression in humanen ADSCs konnte ein simultaner 
hochsignifikanter Anstieg der p14Arf-Expression gemessen werden (Markowski et al., 
2011b). Da diese Ergebnisse die Theorie der HMGA2-vermittelten p14Arf-Repression 
(Nishino et al., 2008) nicht bestätigen, ergab sich die Frage, ob die sowohl bei neuronalen 
Stammzellen (Nishino et al., 2008) und Myomen (Markowski et al., 2011a) als auch bei 
mesenchymalen Stammzellen (Lee et al., 2011; Markowski et al., 2011b) beobachtete 
inverse Korrelation zwischen den Expressionen von HMGA2 und p14Arf im Verlauf der in 
vitro Kultivierung ganz im Gegensatz zur bisherigen Annahme (Nishino et al., 2008) 
darauf zurückzuführen ist, dass p14Arf HMGA2 reprimiert. Um diese Theorie zu 
überprüfen, wurde in den MSCs die p14Arf-mRNA mittels spezifischer siRNAs inhibiert, 
was zu einem signifikanten Anstieg der HMGA2-Expression in den Zellen führte 
(Markowski et al., 2011b). Denkbar wäre eine Beteiligung des folgenden Signalwegs: 
p14Arf könnte über die p14Arf-MDM2-TP53-Achse eine Stabilisierung von p53 bewirken, 
woraufhin p53, welches in der Lage ist einige microRNAs der let-7-Familie 
hochzuregulieren (Tarasov et al., 2007), über let-7 die Repression von HMGA2 vermitteln 
würde (Abb. 5). Let-7 microRNAs sind wichtige negative Regulatoren der HMGA2-
Expression, die ihre HMGA2-reprimierende Wirkung über Bindung an das 3‘-UTR der 
HMGA2-mRNA ausüben, welches mehrere let-7-Bindungsstellen besitzt. Kommt es 
durch Rearrangierungen des HMGA2-Lokus zu einem Verlust dieser Bindungsstellen, 
resultiert daraus eine HMGA2-Überexpression  (Lee und Dutta, 2007; Mayr et al., 2007; 
Yu et al., 2007). Damit übereinstimmend konnten Nishino et al. (2008) zeigen, dass die 
altersbedingte Abnahme der HMGA2-Expression mit einer Zunahme der let-7b-
Expression einhergeht (Nishino et al., 2008). Die Autoren gehen in ihrem Modell 
allerdings nicht davon aus, dass p14Arf als upstream Repressor von HMGA2 fungiert, 
sondern, dass es sich dabei um ein negativ kontrolliertes Downstream-Element handelt. 
Ein Grund für die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Studie von Nishino et al. 
(2008) und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit könnte sein, dass sich die meisten 
Daten von Nishino et al. (2008) überwiegend auf p16Ink4a beziehen und nicht ohne 
Weiteres auf p14Arf übertragen werden können, da sich die beiden Proteine des CDKN2A-
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Lokus stark unterscheiden und mit HMGA2 auf unterschiedliche Art und Weise 
interagieren könnten.  
Abbildung 5: Modell der Interaktionen zwischen den einzelnen beteiligten Schlüsselelementen des in 
mesenchymalen Stammzellen und Myomen aktivierten HMGA2-p14Arf-MDM2-TP53-Pathways. HMGA2 
ist in der Lage die reprimierende Wirkung von pRB auf E2F1 aufzuheben. Dadurch kommt es zur Transkription 
des E2F1-Target-Gens p14Arf. p14Arf wiederum inhibiert MDM2, wodurch es zu einer Stabilisierung des 
Tumorsuppressorproteins p53 kommt. Als Transkriptionsfaktor vermittelt p53 die Expression von Genen, die die 
Apoptose und die Seneszenz fördern. Gleichzeitig vermittelt p53 seine eigene Repression, indem es über einen 
positiven Feedback-loop eine erhöhte MDM2-Expression und über einen negativen Feedback-loop eine 
Repression von p14Arf bedingt. Zusätzlich führt p53 zur Hochregulation von let-7 microRNAs, welche wiederum 
bekannte Repressoren von HMGA2 sind. 
Um zu überprüfen, ob p14Arf tatsächlich über die p14Arf-MDM2-TP53-Achse HMGA2 
reprimiert, wurden MSCs mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3 behandelt. Die auf diese 
Weise herbeigeführte Stabilisierung von p53 führte, neben signifikant erhöhten 
Expressionen des Seneszenz-assoziierten CDKN1A-Gens, zu signifikant erniedrigten 
HMGA2-Leveln. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass eine MDM2-Inhibition mittels 
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Nutlin-3 den Anstieg der HMGA2-Expression nach Stimulation mit FKS signifikant 
abschwächt. Diese Ergebnisse bestätigen die Vermutung, dass p14Arf in der Lage ist über 
die p14Arf-MDM2-TP53-Achse HMGA2 zu reprimieren (Markowski et al., 2011b).  
Insgesamt stützen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Theorie von der Entstehung 
von Uterus-Leiomyomen aus Stamm- und/oder Progenitorzellen des Myometriums. Durch 
Chromosomentranslokationen im Bereich des HMGA2- oder HMGA1-Lokus oder nach 
anderen, unbekannten Ereignissen kommt es zu einer permanenten Stimulation der 
Selbsterneuerung, was gleichzeitig mit einer Aktivierung von p14Arf und einer damit 
einhergehenden Stabilisierung von p53 und somit dem Schutz des Genoms verbunden ist. 
Die Repression von HMGA2 durch p14Arf könnte demzufolge Teil eines bestehenden 
Feedback-Loops sein, um unerwünschte Effekte von starken HMGA2-Expressionen zu 
unterdrücken und könnte daher an der Regulation der Selbsterneuerung von Stammzellen 
beteiligt sein. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Myomzellen diese Fähigkeit ihrer 
Ursprungszellen zum Schutz ihres Genoms beibehalten haben, was die hohe genomische 
Stabilität dieser Tumoren erklären würde. Ebenso bleiben wesentliche Mechanismen, die 
die Anzahl der erreichbaren Zellteilungen limitieren, erhalten, so dass das Myom im 
Vergleich zum Normalgewebe ein „vorgealtertes“ Gewebe darstellt, das dementsprechend 
empfindlicher auf eine Inhibierung von MDM2 reagiert. Somit identifizieren die durch die 
vorliegende Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, die MDM2-Inhibition als eine wirksame 
Methode zur Wachstumsinhibierung von Myomen und eröffnen die Möglichkeit für die 
Entwicklung potentieller neuer Therapieansätze zur Behandlung von Uterus-
Leiomyomen. 
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5 Zusammenfassung 
Uterus-Leiomyome sind die häufigsten Tumoren des weiblichen Genitaltrakts. Die Uteri 
von bis zu 77 % der Frauen im reproduktiven Alter weisen Myome auf (Cramer und Patel, 
1990). Myome verursachen diverse mitunter schwere Symptome, können zur 
Unfruchtbarkeit führen und die Ursache für Fehlgeburten sein (Greenberg und Kazamel, 
1995), so dass sie die Indikation für über 200.000 Hysterektomien jährlich in den USA 
sind (Walker und Stewart, 2005). Trotz ihrer Häufigkeit wurden in den letzten Jahren 
kaum Fortschritte in der Entwicklung innovativer Therapien gemacht, so dass bis heute 
keine wirksamen Therapiealternativen zur chirurgischen Entfernung dieser Tumoren 
existieren. Auch sind die Ursachen für die Myomentstehung bisher ungeklärt und über 
ihre Pathogenese ist noch wenig bekannt.  
In der vorliegenden Dissertation wurden die Mechanismen die eine Rolle bei der 
Wachstumskontrolle von Leiomyomen spielen untersucht und es konnte eine Beteiligung 
von p14Arf und demzufolge der p53-abhängigen Seneszenz nachgewiesen werden. 
HMGA2 spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung benigner mesenchymaler Tumoren 
und wird darüber hinaus mit der Selbsterneuerungskapazität von Stammzellen in 
Verbindung gebracht. Um die Beziehungen zwischen HMGA2 und p14Arf unter anderem 
in Bezug auf die Entstehung von Myomen zu verstehen, wurde die Interaktion zwischen 
p14Arf und HMGA2 in mesenchymalen Stammzellen, also den mutmaßlichen 
Ursprungszellen von Myomen, untersucht und es ist gelungen einen gegenteiligen 
Regulationsmechanismus bezüglich der Interaktion zwischen p14Arf und HMGA2 als 
bisher allgemein angenommen zu identifizieren. So konnte nachgewiesen werden, dass im 
Gegensatz zu der bisher gängigen Annahme, HMGA2 nicht p14Arf reprimiert, sondern im 
Rahmen der Onkogen-induzierten Seneszenz (OIS) sogar seine Induktion bewirkt, und 
dass p14Arf in der Lage ist, vermutlich über eine Stabilisierung von p53 und einer damit 
einhergehenden Aktivierung von let-7 microRNAs, HMGA2 zu reprimieren.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stützen zudem die Theorie der Entstehung von 
Myomen aus mesenchymalen Stammzellen des Myometriums. Durch 
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HMGA2-Rearrangierungen kommt es in einer ruhenden Stammzelle zur permanenten 
Selbsterneuerung und damit zur Entstehung eines Myoms. Da HMGA2 gleichzeitig die 
Funktion eines aktivierten Onkogens besitzt und somit die OIS auslöst, wird simultan der 
p14Arf-MDM2-TP53-Signalweg aktiviert, so dass das Genom geschützt ist und der Tumor 
nur langsam und ohne Gefahr zur malignen Transformation wächst. Myome befinden sich 
also in einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen Proliferation und Seneszenz. An 
Zellkulturen von Leiomyomen konnte gezeigt werden, dass es möglich ist das bestehende 
Gleichgewicht in der p14Arf-MDM2-TP53-Achse durch Inhibition von MDM2 zu stören 
und auf diese Weise Seneszenz und Apoptose in den Tumoren auszulösen.  
An einer Serie von 52 Myomen und 31 korrespondierenden Myometrien konnte 
nachgewiesen werden, dass Myome signifikant höhere p14Arf-Level exprimieren als das 
zugehörige Myometrium. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt 
werden, dass Myomexplantate, aufgrund ihrer erhöhten Seneszenz, empfindlicher auf eine 
MDM2-Inhibition reagieren als das korrespondierende Myometrium. Zusammenfassend 
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass Seneszenz und Apoptose eine 
wichtige Rolle bei der Wachstumskontrolle von Myomen spielen und eröffnen über die 
Möglichkeit der MDM2-Inhibition neue Wege für die Entwicklung neuer Therapien zur 
Behandlung dieser häufigen Tumoren. 
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6 Summary 
Uterine leiomyomas (syn: “fibroids”) are the most common tumors of the female genital 
tract. Up to 77 % of women of reproductive age have leiomyomas (Cramer and Patel, 
1990). Regardless of their benign character, leiomyomas are responsible for severe 
clinical symptoms including infertility and pregnancy loss (Greenberg and Kazamel, 
1995). As a consequence leiomyomas are the major cause for hysterectomy in the United 
States accounting for over 200,000 hysterectomies annually (Walker and Stewart, 2005). 
Despite their high prevalence there has been little innovation in therapies for leiomyomas 
over the past years and the treatment options besides surgical removal are still limited. 
Also, relatively little is known about the pathogenesis of fibroids and the causes of tumor-
development are still unknown.  
The aim of the present thesis was to investigate the mechanisms contributing to the 
spontaneous growth arrest frequently observed in uterine leiomyomas. The results identify 
p14Arf and therefore the p53-dependent senescence as a major player in the growth control 
of fibroids. HMGA2 plays a major role in the development of benign mesenchymal 
tumors and is associated with self-renewal capacity of stem-cells. In order to understand 
the HMGA2-p14Arf relationship in the genesis of fibroids a series of experiments on 
mesenchymal stem cells, the proposed cells of origin of leiomyomas, was performed. 
Contrary to the expectation that HMGA2 represses p14Arf the results show an activation of 
p14Arf by HMGA2 that ensures genomic stability in case of oncogenic stress whereas in 
turn p14Arf can repress HMGA2 via the stabilization of p53 which in turn is able to 
upregulate several micro RNAs of the let-7 family. 
The results of the present thesis are in line with the idea that uterine fibroids develop from 
mesenchymal stem-cells resinding in the myometrium. Due to HMGA2-rearrangements a 
dormant stem-cell is activated resulting in continuous self-renewal leading to the 
development of the fibroid. Simultaneously, HMGA2 behaves like a classical oncogene 
and induces OIS via activation of the p14Arf-MDM2-TP53-pathway ensuring the genomic 
stability of the fibroid. This pathway keeps fibroids in a delicate balance between growth 
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and senescence. In cell cultures of leiomyomas this balance could be disturbed by MDM2 
inhibitors resulting in senescence and apoptosis. 
Analysis of 52 leiomyomas and 31 matching myometrium samples revealed a 
significantly higher expression of p14Arf in the tumors than in the matching myometrial 
tissues. In line with these findings it was possible to show that tissue explants taken from 
leiomyomas display a higher sensitivity against MDM2-inhibition than those taken from 
matching myometrium. In summary, the results of the present thesis show that senescence 
and apoptosis play an important role in the growth control of uterine leiomyomas and 
offer new opportunities for the treatment of these frequent tumors.  
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